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C.49. Ispitivanje akutne toksi¢nosti na ribljim embrijima

UvOD

1.Ova ispitna metoda odgovara Smjernici OECD-a za ispitivanje 236 (2013.). Njome se
opisuje ispitivanje akutne toksi¢nosti na embrijima zebrica (Danio rerio). Ispitivanje je
namijenjeno za odredivanje akutne toksi¢nosti kemikalija na ribama u embrionalnom
stadiju. Ono se temelji na studijama i provjerama provedenima na zebricama (1., 2., 3., 4.,
5,6.,7.,8.,9.,10, 11, 12., 13., 14.). Uspjesno se primjenjuje na niz kemikalija razli¢itih
nacina djelovanja te razlicite topljivosti, hlapljivosti 1 hidrofobnosti (ispitano u 15.1 16.).

2. Definicije koje se upotrebljavaju u ovoj ispitnoj metodi navedene su u Dodatku 1.

NACELO ISPITIVANJA

3.Netom oplodena jajasca zebrica izlazu se ispitivanoj kemikaliji 96 sati. Svaka 24 sata
biljeze se do cetiri apikalna zapaZanja kao pokazatelji smrtonosnog djelovanja (6.): i.
koagulacija oplodenih jajasaca, ii. izostanak formiranja somita, iii. neodvajanje korijena
repa od zumanjcane vrecice i iv. izostanak otkucaja srca. Na kraju razdoblja izlaganja
utvrduje se akutna toksi¢nost na temelju pozitivnog ishoda bilo kojega od cetiri apikalna
zapazanja te se izracunava LCs (srednja smrtonosna koncentracija).

POCETNA RAZMATRANJA

4.Korisne informacije o specificnim svojstvima tvari uklju¢uju strukturnu formulu,
molekularnu masu, ¢isto¢u, stabilnost u vodi i na svjetlosti, pK, i Koy, topljivost u vodi,
tlak pare i rezultate ispitivanja lake biorazgradivosti (ispitna metoda C.4. (17.) ili ispitna
metoda C.29. (18.)). Topljivost i tlak pare mogu se upotrijebiti za izraunavanje konstante
Henryjeva zakona, na temelju koje se moze zakljuciti mogu li se oCekivati gubitci zbog
isparavanja ispitivane kemikalije. Potrebna je pouzdana analiticka metoda za
kvantifikaciju tvari u ispitnim otopinama s utvrdenom i dokumentiranom to¢noSc¢u i
granicom otkrivanja.

5. Ako se ispitna metoda primjenjuje za ispitivanje smjese, potrebno je Sto viSe informacija o
sastavu smjese, npr. o kemijskom identitetu njezinih sastojaka, njihovoj koli¢inskoj
zastupljenosti 1 specifi¢nim svojstvima (vidjeti stavak 4.). Prije primjene ispitne metode za
regulatorno ispitivanje smjese trebalo bi razmotriti hoée 1i se njome dobiti prihvatljivi
rezultati za predvidenu regulatornu svrhu.
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6.Kad je rije¢ o tvarima koje se mogu aktivirati u metabolizmu, postoje dokazi da embriji
zebrica imaju sposobnost biotransformacije (19., 20., 21., 22.). Medutim, metabolicke
sposobnosti riba u embrionalnom stadiju ne odgovaraju uvijek onima mladih ili odraslih
riba. Primjerice, u ispitivanju akutne toksi¢nosti na ribljim embrijima za protoksi¢nu tvar
alil-alkohol nije utvrdeno da je toksicna (9.). Stoga se, ako postoje ikakve naznake da bi

.....

sastojka, preporucuje provesti ispitivanje i s tim metabolitima / produktima transformacije
te ukljuciti i te rezultate pri zakljucivanju o toksi¢nosti ispitivane kemikalije, ili provesti
jos jedno ispitivanje u kojemu se pomnije razmatra metabolizam.

7.Za tvari molekularne mase > 3 kDa, tvari vrlo krupne molekularne strukture i tvari koje
uzrokuju odgodeno valjenje, ¢ime bi se moglo onemoguciti ili smanjiti izlaganje nakon
valjenja, zbog ogranicene bioraspolozivosti tih tvari oCekuje se neosjetljivost embrija, pa
bi druga ispitivanja toksic¢nosti mogla biti prikladnija.

VALJANOST ISPITIVANJA
8. Za valjanost rezultata ispitivanja primjenjuju se sljedeci kriteriji:

a) od prikupljenih jajaSaca u ispitnoj Sarzi trebalo bi biti oplodeno > 70 %;

b)temperatura vode u ispitnim komorama trebala bi se odrzavati na 26 + 1 °C
tijekom cijelog ispitivanja;

¢) u negativnoj kontroli (s vodom za razrjedivanje) te, prema potrebi, u kontroli s
otapalom trebalo bi prezivjeti ukupno > 90 % embrija u 96 sati izlaganja;

d)izlaganje pozitivnoj kontroli (npr. 4,0 mg/1 3,4-dikloroanilina za zebrice) trebalo
bi rezultirati smrtno$¢u od najmanje 30 % nakon 96 sati izlaganja;

e)stopa valjenja u negativnoj kontroli (i, prema potrebi, kontroli s otapalom)
trebala bi biti > 80 % nakon 96 sati izlaganja;

f) nakon 96 sati izlaganja koncentracija otopljenog kisika u negativnoj kontroli 1
najvisa ispitna koncentracija trebale bi biti zasi¢enosti > 80 %.

OPIS METODE

9.U Dodatku 2. je pregled preporucenih uvjeta drzanja i ispitivanja.

Oprema

10. Potrebna je sljede¢a oprema:
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a) akvariji od kemijski inertnog materijala (npr. stakla) i odgovarajuce veli¢ine
s obzirom na preporucenu koli¢inu punjenja (vidjeti ,,Drzanje uzgojnih riba”,
stavak 14.);

b) invertni mikroskop i/ili binokularni mikroskop s povecanjem od barem
80 puta. Ako se temperatura prostorije u kojoj se biljeze zapazanja ne moze
prilagoditi na 26 £ 1 °C, treba upotrijebiti pokretni stoli¢ mikroskopa s
kontrolom temperature ili druge metode za odrzavanje potrebne temperature;

c) ispitne komore; npr. standardne ploCe s 24 bunarica dubine oko 20 mm
(vidjeti ,,Ispitne komore”, stavak 11.);

d) sredstvo kao §to je samoljepljiva folija za pokrivanje ploca s 24 bunarica;

e) inkubator ili prostorija s kontroliranom temperaturom kako bi se u
bunari¢ima (ili u ispitnim komorama) mogla odrzati temperatura od
26+ 1°C;

f)  mjerac pH-vrijednosti;
g)  myjerac kisika;
h)  oprema za odredivanje tvrdoce vode i vodljivosti;

1)  ladica za mrijest: pladnjevi od stakla, nehrdajuceg Celika ili nekog drugog
inertnog materijala; zi¢ana mrezica (velicine oka 2+0,5mm) od
nehrdaju¢eg celika ili drugog inertnog materijala za zaStitu poloZenih
jajasaca; supstrat za mrijeS¢enje (npr. umjetne biljke od inertnog materijala)
(ispitna metoda C.48., Dodatak 4.a (23.));

j)  pipete s proSirenim otvorima za sakupljanje jajaSaca;

k)  staklene posude za pripremu razli€itih ispitnih koncentracija i vode za
razrjedivanje (CaSe, graduirane tikvice, graduirani cilindri 1 graduirane
pipete) ili za prikupljanje jajasaca zebrica (npr. laboratorijske ¢ase, zdjelice
za kristalizaciju);

1)  ako se u ispitivanju primjenjuju alternativni sustavi izlaganja, kao §to su
proto¢no ispitivanje (24.) ili pasivno doziranje (25.), potrebni su
odgovarajuci prostori i oprema.

Ispitne komore

11. Trebalo bi upotrebljavati staklene ili polistirenske ispitne komore (npr. ploce s 24
bunarica, od kojih svaki ima kapacitet punjenja 2,5 — 5 ml). Ako se sumnja na adsorpciju
na polistiren (npr. za nepolarne, planarne tvari s visokim Kow), trebalo bi upotrijebiti
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inertne materijale (staklo) kako bi se smanjili gubici zbog adsorpcije (26.). Ispitne komore
trebale bi biti nasumi¢no rasporedene u inkubatoru.

Voda i ispitni uvjeti

12.

Preporucuje se da se voda za drZanje razrijedi tako da se postignu razine tvrdoce koje su
tipiéne za niz razli¢itih povrSinskih voda. Vodu za razrjedivanje treba pripremiti od
rekonstituirane vode (27.). Dobiveni stupanj tvrdoce trebao bi biti jednak 100 — 300 mg/1
CaCO; kako bi se sprijeCilo prekomjerno talozenje kalcijeva karbonata. Mogu se
upotrebljavati i druge povrSinske vode 1 izvorske vode dobro poznatih svojstava.
Rekonstituirana voda moze se prilagoditi vodi za drzanje male tvrdo¢e razrjedivanjem
deioniziranom vodom u omjeru 1 : 5 do minimalne tvrdo¢e od 30 — 35 mg/l CaCOs. Voda
se prozracuje do zasi¢enja kisikom prije dodavanja ispitivane kemikalije. Temperaturu u
bunari¢ima trebalo bi odrzavati na 26 + 1 °C tijekom cijelog ispitivanja. pH-vrijednost
trebala bi biti izmedu 6,5 1 8,5 te tijekom ispitivanja ne bi smjela varirati unutar tog
raspona za vise od 1,5 jedinica. Ako se ofekuje da pH-vrijednost nec¢e ostati unutar tog
raspona, trebalo bi je podesiti prije pocetka ispitivanja. PodeSavanje pH trebalo bi izvesti
tako da ne dode do znatne promjene koncentracije mati¢ne otopine i da se ne izazove
kemijska reakcija ili taloZenje ispitivane kemikalije. Za podeSavanje pH u otopinama koje
sadrzavaju ispitivanu kemikaliju preporucuje se upotrijebiti klorovodik (HCI) i natrijev
hidroksid (NaOH).

Ispitne otopine

13.

Ispitne otopine u odredenim koncentracijama mogu se pripremiti npr. razrjedivanjem
mati¢ne otopine. Mati¢ne otopine trebalo bi po moguénosti pripremiti jednostavnim
mijeSanjem ili muckanjem ispitivane kemikalije u vodi za razrjedivanje mehanic¢kim
sredstvima (npr. mijeSanjem 1i/ili tretiranjem ultrazvukom). Ako se ispitivana kemikalija
teSko otapa u vodi, trebalo bi primijeniti postupke opisane u OECD-ovim Smjernicama
br. 23 za postupanje s analiticki zahtjevnim tvarima i smjesama (28.). Trebalo bi
izbjegavati upotrebu otapala, iako ¢e ona u nekim slu¢ajevima mozda biti potrebna kako bi
se dobila mati¢na otopina odgovaraju¢e koncentracije. Ako se u pripremi mati¢ne otopine
upotrebljava otapalo, njegova konacna koncentracija ne bi smjela biti visa od 100 pl/l 1
trebala bi biti jednaka u svim ispitnim posudama. Ako se upotrebljava otapalo, potrebna je
dodatna kontrola s otapalom.

DrZanje uzgojnih riba

14.

Za proizvodnju jajaSaca uzimaju se uzgojne neizlagane zebrice divljeg tipa s dobro
dokumentiranom stopom oplodnje jajasaca. Ribe ne bi smjele imati makroskopski vidljive
simptome infekcije ili bolesti niti biti podvrgnute ikakvom farmaceutskom tretmanu
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(akutnom ili profilaktickom) tijekom dva mjeseca prije mrijeSéenja. Uzgojne ribe drze se u
akvariju s preporucenim kapacitetom punjenja od 11 vode po ribi 1 fiksnim fotoperiodom
od 12 —-16 sati (29., 30., 31., 32., 33). Optimalnu jacinu filtriranja trebalo bi podesiti;
prejako filtriranje koje uzrokuje veliko strujanje vode trebalo bi izbjegavati. Za hranjenje
vidjeti Dodatak 2. SuviSno hranjenje treba izbjegavati, a kvalitetu vode 1 €istocu akvarija
potrebno je redovito nadzirati i prema potrebi vracati na pocetno stanje.

Ispitivanje osposobljenosti

15.

Kao referentnu kemikaliju trebalo bi ispitati, po mogucénosti dva puta godiSnje, 3,4-
dikloroanilin (upotrijebljen u validacijskim studijama u 1. 1 2.) u punom rasponu
koncentracija-odgovora kako bi se provjerila osjetljivost soja ribe koji se upotrebljava.
Svaki laboratorij koji tek pocinje primjenjivati ovo ispitivanje trebao bi upotrijebiti
referentnu kemikaliju. Laboratoriji mogu upotrijebiti tu kemikaliju da dokazu svoju
tehnicku osposobljenost za provedbu ispitivanja prije dostavljanja podataka u regulatorne
svrhe.

Dobivanje jajaSaca

16.

17.

JajaSca zebrica mogu se dobiti iz skupina za mrijeS¢enje (u posebnim akvarijima za
mrijeS¢enje) ili masovnim mrijeS¢enjem (u akvarijima za drzanje). U slucaju skupina za
mrijeSéenje muzjaci i zenke (npr. u omjeru 2 : 1) uzgojne skupine stavljaju se u akvarije za
mrijeséenje nekoliko sati prije mraka na dan prije ispitivanja. Budu¢i da u skupinama za
mrijeSéenje zebrica mrijeSéenje povremeno moze izostati, preporucuje se paralelno
upotrebljavati najmanje tri akvarija za mrijeS¢enje. Kako bi se izbjegla geneticka
pristranost, jajaSca se sakupljaju iz najmanje tri uzgojne skupine, mijeSaju i nasumic¢no
odabiru.

Za sakupljanje jajaSaca, ladice za mrijest stavljaju se u akvarije za mrijeS¢enje ili akvarije
za drzanje prije mraka na dan prije ispitivanja ili prije svitanja na dan ispitivanja. Kako bi
se sprijeCilo da odrasle zebrice pojedu jajasca, ladice za mrijest pokrivaju se inertnom
ziCanom mrezicom odgovarajuce veli¢ine oka (otprilike 2 + 0,5 mm). Ako se to smatra
potrebnim, na mrezicu se mogu pric¢vrstiti umjetne biljke od inertnog materijala (npr.
plastika ili staklo) kao podrazaj za mrijeS¢enje (3., 4., 5., 23., 35.). Trebalo bi
upotrebljavati iskusSane plasticne materijale koji ne otpustaju svoje sastojke u vodu (npr.
ftalati). Parenje, mrijeS¢enje 1 oplodnja odvijaju se u 30 minuta nakon svitanja i1 ladice za
mrijest s prikupljenim jajaScima mogu se pazljivo izvaditi. Nakon sakupljanja jajasaca iz
ladica za mrijest preporucuje se isprati ih rekonstituiranom vodom.

Razlikovanje jajaSaca
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18. Na 26 °C nakon otprilike 15 minuta dolazi do prvog brazdanja oplodenih jajaSaca, a

daljnjim istovremenim brazdanjima nastaju 4, 8, 16 i 32 stanice — blastomere (vidjeti
Dodatak 3.) (35.). U tim fazama oplodena jajaSca mogu se lako prepoznati po razvoju
blastule.

POSTUPAK

Uvjeti izlaganja

19. Dvadeset embrija po koncentraciji (jedan embrij po bunari¢u) izlaze se ispitivanoj

kemikaliji. Izlaganje bi trebalo biti takvo da se + 20 % nazivne koncentracije kemikalije
zadrzi tijekom cijelog ispitivanja. Ako to nije mogucée u statickom sustavu, trebalo bi
primijeniti prikladna razdoblja obnavljanja za polustaticko ispitivanje (npr. obnavljanje
svaka 24 sata). U tom slucaju koncentracije izlaganja treba provjeriti barem u najvisoj i
najnizoj ispitnoj koncentraciji na pocetku i na kraju svakog razdoblja izlaganja (vidjeti
stavak 36.). Ako se koncentracija izlaganja od + 20 % nazivne koncentracije ne moze
odrzati, sve koncentracije treba mjeriti na pocetku i na kraju svakog razdoblja izlaganja
(vidjeti stavak 36.). Pri obnavljanju ispitne otopine treba paziti da embriji ostanu
prekriveni malom koli¢inom stare ispitne otopine kako bi se izbjeglo njihovo susenje. Plan
ispitivanja moze se prilagoditi kako bi se ispunili zahtjevi za ispitivanje odredenih tvari
(npr. proto¢no (24.) ili pasivno doziranje (25.) za lako razgradive ili jako adsorptivne tvari
(29.), ili drugo za hlapljive tvari (36., 37.)). U svakom slucaju treba paziti da stres za
embrije bude Sto manji. Ispitne komore trebalo bi kondicionirati s ispitnim otopinama
najmanje 24 sata prije pocetka ispitivanja. Ispitni uvjeti sazeto su opisani u Dodatku 2.

Ispitne koncentracije

20. Obi¢no je potrebno pet koncentracija ispitivane kemikalije koje se razlikuju za stalni

21.

faktor od najviSe 2,2 da se zadovolje statisticki zahtjevi. Ako se upotrebljava manje od pet
koncentracija, treba dati obrazlozenje. NajviSa ispitna koncentracija trebala bi, po
mogucnosti, izazvati smrtnost od 100 %, a najniza ispitna koncentracija ne bi trebala imati
vidljive ucinke, kako je opisano u stavku 28. Ispitivanjem za utvrdivanje raspona prije
glavnog ispitivanja omogucuje se odabir odgovarajuceg raspona koncentracija. Ispitivanje
za utvrdivanje raspona obi¢no se provodi s deset embrija po koncentraciji. Sljedece upute
odnose se na ispitivanje s plocama s 24 bunaric¢a. Ako se upotrebljavaju drugacije ispitne
komore (npr. male Petrijeve zdjelice) ili se ispituje viSe koncentracija, upute se moraju na
odgovarajuc¢i nacin prilagoditi.

Pojedinosti i vizualne upute za raspodjelu koncentracija u plocama s 24 bunari¢a dostupne
su u stavku 27. i u Dodatku 4. slici 1.
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Kontrole

22. Kontrole s vodom za razrjedivanje potrebne su i kao negativna kontrola i kao kontrola
unutar ploce. Ako se primijeti visSe od jednog mrtvog embrija u kontroli unutar ploce,
ploc¢a se odbacuje, ¢ime se smanjuje broj koncentracija za izracunavanje LCsy. Ako se
cijela ploc¢a odbaci, moze biti teze procijeniti i razlikovati vidljive ucinke, posebno ako je
odbacena ploc¢a kontrola s otapalom ili plo¢a s tretiranim embrijima. U prvom slucaju
ispitivanje se mora ponoviti. U drugom slucaju gubitak cijele tretirane skupine / tretiranih
skupina zbog smrtnosti u unutarnjoj kontroli moze za posljedicu imati smanjivanje
mogucnosti procjene ucinaka i odredivanja vrijednosti LCsy.

23. Za svaku Sarzu jajasaca koja se upotrebljava za ispitivanje provodi se pozitivna kontrola s
fiksnom koncentracijom od 4 mg/1 3,4-dikloroanilina.

24. Ako se upotrebljava otapalo, dodatna skupina od 20 embrija izlaze se otapalu u zasebnoj
ploci s 24 bunarica te tako sluzi kao kontrola s otapalom. Kako bi se ispitivanje smatralo
prihvatljivim, trebalo bi dokazati da otapalo nema znac¢ajne u¢inke na vrijeme potrebno za
valjenje ni na prezivljavanje niti ima bilo kakve druge Stetne ucinke na embrije (usp.
stavak 8. tocku (¢)).

Pocetak izlaganja i trajanje ispitivanja

25. Ispitivanje treba zapoceti Sto je prije moguce nakon oplodnje jajaSaca i1 zavrSiti nakon
96 sati izlaganja. Embriji bi trebali biti uronjeni u ispitne otopine prije nego Sto zapocne
brazdanje blastodiska ili, najkasnije, do faze sa 16 stanica. Kako bi se zapocelo s
izlaganjem S$to je prije moguce, najmanje dvostruki broj jajasaca potreban po skupini
predvidenoj za tretiranje nasumic¢no se odabire 1 prenosi u odgovaraju¢e koncentracije i
kontrole (npr. u zdjelice za kristalizaciju od 100 ml; jajasca bi trebala biti potpuno
prekrivena) najkasnije 90 minuta nakon oplodnje.

26. Iskoristiva oplodena jajasca treba u roku od 180 minuta nakon oplodnje odvojiti od
neoplodenih i prenijeti u ploce s 24 bunari¢a koje su prethodno kondicionirane 24 sata i
zatim ponovno napunjene s 2 ml svjeZze pripremljene ispitne otopine po bunaricu. S
pomocu stereomikroskopa (po moguénosti povecanja > 30 puta) odabiru se oplodena
jajaSca koja se brazdaju i1 pritom ne pokazuju ocite nepravilnosti (npr. asimetrija, nastanak
vezikula) ili ozljede koriona. Za sakupljanje 1 odvajanje jajaSaca vidjeti Dodatak 3. slike 1.
1 3. te Dodatak 4. sliku 2.

Raspodjela jajaSaca u ploce s 24 bunarica

27. Jajasca se raspodjeljuju u ploce s bunari¢ima kako slijedi (vidjeti takoder Dodatak 4.
sliku 1.):
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20 jajaSaca u jednu plocu za svaku ispitnu koncentraciju,

20 jajasaca u jednu plocu kao kontrola s otapalom (ako je potrebno),

20 jajaSaca u jednu plocu kao pozitivna kontrola,

4 jajasca u svaku od navedenih plo¢a u vodu za razrjedivanje kao kontrola
unutar ploce,

24 jajaSca u jednu plocicu u vodu za razrjedivanje kao negativna kontrola.

ZapaZanja

28. Apikalna zapazanja koja se provode za svaki ispitni embrij jesu sljedeca: koagulacija

embrija, izostanak formiranja somita, neodvajanje repa i izostanak otkucaja srca
(tablica 1.). Na temelju tih zapazanja utvrduje se smrtnost: svaki pozitivan ishod u
jednome od tih zapazanja znaci da je embrij zebrice mrtav. Usto, svakodnevno se biljezi
valjenje u tretiranim i1 kontrolnim skupinama, s pofetkom nakon 48 sati. Zapazanja se
biljeze svaka 24 sata do kraja ispitivanja.

Tablica 1. Apikalna zapazanja akutne toksi¢nosti u embrija zebrica 24 sata — 96 sati nakon oplodnje.

Vrijeme izlaganja
24 sata 48 sati 72 sata 96 sati
Koagulacija embrija + + + +
Izostanak formiranja somita + + + +
Neodvajanje repa + + + +
Izostanak otkucaja srca + + +

29. Koagulacija embrija: Koagulirani su embriji mlije¢no bijele boje, a pod mikroskopom

izgledaju tamni (vidjeti Dodatak 5. sliku 1.). Broj koaguliranih embrija odreduje se nakon
24, 48, 72 1 96 sati.

30. Izostanak formiranja somita: Pri temperaturi od 26 = 1 °C nakon 24 sata u embrija zebrice

31.

koji se normalno razvija formirano je 20-ak somita (vidjeti Dodatak 5. sliku 2.). U embrija
koji se normalno razvija uocljivi su spontani pokreti (s jedne na drugu stranu). Spontani
pokreti upucuju na formiranje somita. Nepostojanje somita biljezi se nakon 24, 48, 72 1 96
sati. Ako se somiti ne formiraju nakon 24 sata, to moze biti znak opceg zastoja u razvoju.
Najkasnije nakon 48 sati somiti bi trebali biti razvijeni. U protivhom se zameci smatraju
mrtvima.

Neodvajanje repa: U embrija zebrice koji se normalno razvija odvajanje repa (vidjeti
Dodatak 5. sliku 3.) od zumanj¢ane vreéice zamjecuje se nakon produljenja straznjeg
dijela embrionalnog tijela. Neodvajanje repa biljezi se nakon 24, 48, 72 1 96 sati.
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32. Izostanak otkucaja srca: U embrija zebrice koji se normalno razvija pri temperaturi od

33.

34.

26 = 1 °C otkucaji srca zamjecuju se nakon 48 sati (vidjeti Dodatak 5. sliku 4.). Biljezenje
ove krajnje tocke trebalo bi provoditi posebno pazljivo jer nepravilne otkucaje srca ne bi
trebalo biljeziti kao smrtonosne. Nadalje, vidljivi otkucaji srca bez cirkulacije u trbusnoj
aorti (aorta abdominalis) ne smatraju se smrtonosnima. Pri biljeZzenju ove krajnje tocke
embrije u kojih nisu vidljivi otkucaji srca trebalo bi promatrati pod povecanjem od
najmanje 80 puta najmanje jednu minutu. Izostanak otkucaja srca biljezi se nakon 48, 72 i
96 sati.

Stope valjenja svih tretiranih i kontrolnih skupina trebalo bi biljeziti od 48 sati nadalje 1
uvrstiti u izvjeséa. lako se valjenje ne primjenjuje kao krajnja tocka za izra¢un LCsy, njime
se osigurava izlozenost embrija bez potencijalne zaStitne funkcije koriona, §to moze
pomoc¢i u tumacenju podataka.

Dodaci 3. i 5. sadrzavaju detaljan opis normalnog (35.) i primjere abnormalnog razvoja
embrija zebrica.

Analiticka mjerenja

35.

36.

Na pocetku 1 na kraju ispitivanja mjere se pH, ukupna tvrdo¢a 1 vodljivost u
kontroli/kontrolama 1 u najviSoj koncentraciji ispitivane kemikalije. U polustatickim
sustavima s obnavljanjem trebalo bi izmjeriti pH prije i nakon obnavljanja vode.
Koncentracija otopljenog kisika mjeri se na kraju ispitivanja u negativnim kontrolama i u
najvisoj ispitnoj koncentraciji s iskoristivim embrijima, gdje bi trebala biti u skladu s
kriterijima valjanosti ispitivanja (vidjeti stavak 8. tocku (f)). Ako postoji moguénost da
temperatura nije jednaka u svim plo¢ama s 24 bunari¢a, ona se mjeri u tri nasumi¢no
odabrane posude. Temperaturu bi trebalo biljeziti po moguénosti stalno za vrijeme
ispitivanja, a barem jednom dnevno.

U statickom sustavu koncentraciju ispitivane kemikalije trebalo bi mjeriti barem u najvisoj
1 najnizoj ispitnoj koncentraciji, a po moguénosti u svim tretiranim skupinama, na poc¢etku
1 na kraju ispitivanja. U polustatiCkom ispitivanju (s obnavljanjem), ako se oc¢ekuje da ce
koncentracija ispitivane kemikalije ostati u granicama od + 20 % nazivnih vrijednosti,
preporucuje se da se barem najvisa i najniza ispitna koncentracija analiziraju odmah nakon
pripreme te neposredno prije obnavljanja. U ispitivanju u kojem se predvida da
koncentracija ispitivane kemikalije nece ostati u granicama od + 20 % nazivne vrijednosti
moraju se analizirati sve ispitne koncentracije odmah nakon pripreme te neposredno prije
obnavljanja. U slucaju nedostatne koli¢ine za analizu moze biti korisno spojiti ispitne
otopine ili upotrijebiti zamjenske komore koje su izradene od istog materijala te imaju isti
omjer volumena i povrSine kao ploce s 24 bunari¢a. Preporucuje se da se rezultati svakako
temelje na izmjerenim koncentracijama. Ako koncentracije ne ostanu unutar 80 — 120 %

458



D045907/02

nazivne koncentracije, koncentracije koje imaju odredeni ucinak trebalo bi izraziti u
odnosu na geometrijsku sredinu izmjerenih koncentracija; za vise pojedinosti vidjeti
5. poglavlje Smjernica OECD-a za ispitivanje toksi¢nosti analiticki zahtjevnih tvari i1
smjesa za vodene organizme (28.).

ISPITIVANJE GRANICNE KONCENTRACIJE

37.Uz primjenu postupaka opisanih u ovoj ispitnoj metodi moze se provesti ispitivanje
grani¢ne koncentracije pri koncentraciji od 100 mg/l ispitivane kemikalije ili pri granici
topljivosti te kemikalije u ispitnom mediju (tj. pri nizoj od te dvije koncentracije) kako bi
se dokazalo da je srednja smrtonosna koncentracija (LCsyp) viSa od te koncentracije.
Ispitivanje grani¢ne koncentracije trebalo bi provesti s po 20 embrija u tretiranoj skupini,
pozitivnoj kontroli i, prema potrebi, kontroli s otapalom, te 24 embrija u negativnoj
kontroli. Ako je smrtnost pri ispitivanoj koncentraciji za 10 % veca od smrtnosti u
negativnoj kontroli (ili kontroli s otapalom), trebalo bi provesti cjelovitu studiju. Treba
zabiljeziti sve zamijecene ucinke. Ako je smrtnost u negativnoj kontroli (ili kontroli s
otapalom) veéa od 10 %, ispitivanje nije valjano i treba ga ponoviti.

PODACI 1 IZVJESCIVANJE

Obrada rezultata

38. U ovom ispitivanju pojedinacni bunari¢i smatraju se neovisnim ponovljenim uzorcima za
statisticku analizu. Izraduje se graficki prikaz postotka embrija za koje je nakon 48 i/ili 96
sati utvrden pozitivan ishod najmanje jednog apikalnog zapazanja u odnosu na ispitne
koncentracije. Za izraCun nagiba krivulje, vrijednosti srednje smrtonosne koncentracije
(LCsp) 1 granica pouzdanosti (95 %) trebalo bi primijeniti odgovarajuce statistiCke metode
(38.) te prouciti Smjernice OECD-a o aktualnim pristupima u statisti¢koj analizi podataka
o ekotoksicnosti (39.).

IzvjeSc€e o ispitivanju

39. Izvjesce o ispitivanju trebalo bi obuhvacati sljedec¢e podatke:

Ispitivana kemikalija:
tvar s jednim sastojkom:
- fizicki izgled, topljivost u vodi i druga relevantna fizikalno-kemijska svojstva,

- podaci za kemijsku identifikaciju tvari, kao $to su IUPAC ili CAS naziv, CAS broj,
oznaka SMILES ili InChl, strukturna formula, ¢isto¢a, kemijski identitet necistoca
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prema potrebi i ako je prakti¢ki izvedivo itd. (ukljucujuéi udio organskog ugljika,
prema potrebi),

tvar s viSe sastojaka, tvar nepoznatog ili promjenjivog sastava, sloZeni reakcijski

proizvod ili bioloski materijal (UVCB tvar) ili smjesa:
opis (koliko je to moguce) kemijskog identiteta (vidjeti gore), kvantitativni udio i
relevantna fizikalno-kemijska svojstva sastojaka.

Ispitni organizmi:

znanstveni naziv, soj, podrijetlo, metoda sakupljanja oplodenih jajaSaca i kasnije
postupanje.

Ispitni uvjeti:

ispitni postupak (npr. polustaticko ispitivanje s obnavljanjem),
fotoperiod,
plan ispitivanja (npr. broj ispitnih komora, vrste kontrole),

obiljezja kvalitete vode za drzanje riba (npr. pH, tvrdoca, temperatura, vodljivost,
otopljeni kisik),

koncentracija otopljenog kisika, pH, ukupna tvrdoca, temperatura i vodljivost ispitnih
otopina na pocetku i nakon 96 sati,

nacin pripreme mati¢nih otopina i ispitnih otopina te ucestalost obnavljanja,
obrazlozenje za upotrebu otapala i obrazlozenje za odabir otapala (ako nije voda),

nazivne ispitne koncentracije i rezultati svih analiza za odredivanje koncentracije
ispitivane kemikalije u ispitnim posudama; trebalo bi navesti i u¢inkovitost izdvajanja
ispitivane tvari pri primjeni metode te granicu kvantifikacije (LoQ),

dokaz da kontrole ispunjavaju opée kriterije valjanosti za prezivljavanje,
stopa oplodnje jajaSaca,

stopa valjenja u tretiranim i kontrolnim skupinama.

Rezultati:

najvisa koncentracija koja ne izaziva smrtnost u razdoblju ispitivanja,
najniza koncentracija koja izaziva 100 %-tnu smrtnost u razdoblju ispitivanja,
ukupna smrtnost u svakoj koncentraciji u svakom preporu¢enom vremenu promatranja,

vrijednosti LCsy nakon 96 sati (i eventualno nakon 48 sati) za smrtnost s granicama
pouzdanosti od 95 %, ako je to moguce,

graf krivulje za odnos koncentracija i smrtnosti na kraju ispitivanja,

smrtnost u kontrolama (negativne kontrole, kontrole unutar ploce, pozitivne kontrole 1
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sve upotrijebljene kontrole s otapalom),
- podaci o ishodima svakog od Cetiri apikalna zapazanja,

- pojava i opis morfoloskih i fizioloSkih anomalija, ako ih ima (vidjeti primjere
navedene u Dodatku 5. slici 2.),

- svi dogadaji tijekom ispitivanja koji su mozda utjecali na rezultate,

- statisticka analiza 1 obrada podataka (probit analiza, logisti¢ki regresijski model i
geometrijska sredina za LCsy),

- nagib 1 granice pouzdanosti regresije (transformirane) krivulje koncentracija-odgovor.

Sva odstupanja od ispitne metode i odgovarajuca objasnjenja.

Diskusija i tumacenje rezultata.
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Dodatak 1.

DEFINICIJE

Apikalna krajnja to¢ka: uzrokuje ucinke na razini populacije.
Blastula: stani¢na formacija oko animalnog pola koja obuhvaca odredeni dio Zumanjka.
Kemikalija: tvar ili smjesa.

Epibolija: veliko umnozavanje pretezno epidermalnih stanica u fazi gastrulacije embrija 1
njihovo premjestanje s dorzalne na ventralnu stranu, ¢ime se entodermalni slojevi stanica
uvlace u procesu slicnom invaginaciji 1 Zumanjak se ugraduje u embrij.

Protoc¢no ispitivanje: test sa stalnim protokom ispitne otopine kroz ispitni sustav za
vrijeme izlaganja.

Kontrola unutar ploce: unutarnja kontrola koja se sastoji od 4 bunari¢a napunjena vodom
za razrjedivanje po plocCi s 24 bunari¢a radi utvrdivanja moguce kontaminacije ploca koju
prouzro€i proizvoda¢ ili istraziva¢ tijekom postupka i svih ucinaka na ploc¢u koji mogu
utjecati na rezultat ispitivanja (npr. promjena temperature).
IUPAC: Medunarodna unija za ¢istu i primijenjenu kemiju

Voda za drzanje: voda u kojoj se drze odrasle ribe.

Medijan smrtonosne koncentracije (LCsg): koncentracija ispitivane kemikalije koja je
procijenjena kao smrtonosna za 50 % ispitnih organizama za vrijeme ispitivanja.

Polustaticko ispitivanje s obnavljanjem: ispitivanje s redovitim obnavljanjem ispitne
otopine nakon odredenih razdoblja (npr. svaka 24 sata).

SMILES: Simplified Molecular Input Line Entry Specification

Somit: u embriju kraljeZznjaka koji se razvija somiti su nakupine mezoderma rasporedene
na lateralnom dijelu neuralne cijevi iz kojih se s vremenom razvijaju dermis (dermatom),
skeletni miSi¢i (miotom) 1 kraljeSci (sklerotom).

Staticko ispitivanje: ispitivanje u kojem ispitne otopine ostaju nepromijenjene tijekom
cijelog ispitivanja.
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Ispitivana kemikalija: bilo koja tvar ili smjesa koja se ispituje ovom ispitnom metodom.

UVCB: tvari nepoznatog ili promjenjivog sastava, slozeni reakcijski proizvodi i bioloski
materijali.
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DRZANJE, UZGOJ I TIPICNI UVJETI ZA ISPITIVANJA AKUTNE TOKSICNOSTI NA

EMBRIJIMA ZEBRICA

Zebrica (Danio rerio)

Podrijetlo vrste

Indija, Burma, Melaka, Sumatra

Spolni dimorfizam

Zenke: izbo¢en trbuh kada nose jajasca

MuZjaci: tanji, narancasta nijansa izmedu plavih vodoravnih
pruga (posebno ocita na analnoj peraji)

Hranjenje

Suha hrana u listi¢ima (najvise 3 % teZine ribe po danu) 3 — 5
puta dnevno; usto li¢inke (rnauplii) raciéa Artemia i/ili male
vodenbuhe odgovarajuce veliCine dobivene 1z
nekontaminiranih izvora. Zivom se hranom bogati okoli§ i
stoga bi kad god je to moguce trebalo davati zivu hranu. Kako
bi se osigurala optimalna kvaliteta vode, trebalo bi ukloniti
visak hrane 1 izmet otprilike jedan sat nakon hranjenja.

Priblizna tezina odraslih

riba

Zenke: 0,65+0,13 g
Muzjaci: 0,5+ 0,1 g

Osvjetljenje

Fluorescentne Zarulje (Sirokog spektra); 10—20 pE/m%s,
540 — 1080 lux, ili 50—100 ft-c (razine u laboratorijskim
uvjetima); fotoperiod 12 — 16 sati

Temperatura vode

26+ 1°C

Kvaliteta vode

Zasi¢enost O, >80 %, tvrdoca: npr. ~30 — 300 mg/l CaCO;,
NOs: <48 mg/l, NH; i NO,: < 0,001 mg/l, rezidualni klor
< 10 pg/l, ukupni organski klor <25 ng/l, pH = 6,5 — 8,5

Dodatni kriteriji za
kvalitetu vode

Drzanje uzgojnih riba

Cestice <20 mg/l, ukupni organski ugljik <2 mg/l, ukupni
organofosforni pesticidi <50 ng/l, ukupni organoklorni
pesticidi plus poliklorirani bifenili < 50 ng/l

Veli¢ina akvarija za
drzanje

Npr. 180 1, 1 riba/l

Proc¢is¢avanje vode

Stalno (filtriranje ugljenom); druge moguénosti ukljucuju
kombinacije s polustatickim sustavom s obnavljanjem ili
proto¢nim sustavom s neprekidnim obnavljanjem vode

Preporuceni omjer muzjaka
1 Zenki za razmnozavanje

2 : 1 (ili masovno mrijes¢enje)

Akvariji za mrijeS¢enje

Npr. akvariji od 41 s dnom od celicne mreze i umjetnom
biljkom kao podrazajem za mrijes¢enje; vanjski grijaci, ili
masovno mrijeS¢enje u akvarijima za drZanje

Struktura i izgled jajasaca

Stabilan korion (tj. vrlo proziran, neljepljiv, promjera ~ 0,8 —
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1,5 mm)

Stopa mrijeséenja

Jedna zrela Zenka mrijesti najmanje 50 — 80 jajasaca dnevno.
Ovisno o soju, stopa mrijeS¢enja moze biti znatno visa. Stopa
oplodnje trebala bi biti >70 %. Za ribe koje se prvi put
mrijeste stopa oplodnje jajaSaca moze biti niza u prvih
nekoliko mrijes¢enja.

Vrsta ispitivanja

Staticko, polustaticko s obnavljanjem, proto¢no, 26 £ 1 °C,
ispitne komore kondicionirane 24 sata (npr. plo¢e s 24
bunaric¢a po 2,5 — 5 ml)
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Dodatak 3.

NORMALAN RAZVOJ ZEBRICE PRI TEMPERATURI OD 26°C

0,75 h

1,25 h

Slika 1. Odabrane faze ranog razvoja zebrice (Danio rerio): 0,2 — 1,75 sati nakon oplodnje (iz: Kimmel ef al.
1995 (35.)). S pomoc¢u vremenskog slijeda normalnog razvoja mogu se dijagnosticirati i oplodnja i
iskoristivost jajasaca (vidjeti stavak 26.: Odabir oplodenih jajasaca).

e — Slika 2. Odabrane faze

5%’%@&.“ kasnog razvoja  zebrice

(Danio rerio) (embrij bez

koriona radi bolje

vidljivosti): 22 sata — 48 sati

nakon oplodnje (iz: Kimmel
etal. 1995 (35.)).
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Slika 3. Normalan razvoj embrija zebrice (Danio rerio): (1) 0,75 sati, faza s 2 stanice; (2) 1 sat, faza s 4
stanice; (3) 1,2 sata, faza s 8 stanica; (4) 1,5 sati, faza s 16 stanica; (5) 4,7 sati, pocetak epibolije; (6) 5,3
sata, otprilike 50 % epibolije (iz: Braunbeck & Lammer 2006 (40.)).
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Dodatak 4.
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razrjedivanje);
pC = pozitivna kontrola (3,4-dikloroanilin 4 mg/1); sC = kontrola s otapalom
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Slika 2. Nacrt postupka ispitivanja akutne toksi¢nosti na embrijima zebrica (slijeva nadesno): proizvodnja jajasaca, sakupljanje jajasaca, prethodno
izlaganje u staklenim posudama odmah nakon oplodnje, odabir oplodenih jajasaca s pomocu invertnog mikroskopa i/ili binokularnog mikroskopa i
raspodjela oplodenih jajasaca u pripremljene ploce s 24 bunaric¢a s odgovarajucim ispitnim koncentracijama / kontrolama; n = broj jajasaca potrebnih
po ispitnoj koncentraciji / kontroli (ovdje 20), hpf = sati nakon oplodnje.

e e T T
E—
‘ = Glass vessel with
Y TEREY; raspstvs testcon-
Spawning unit

at volumes to fully
DOVErEEEE
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Dodatak 5.

PRIKAZ SMRTNIH KRAJNJIH TOCAKA ZA ISPITIVANJE AKUTNE TOKSICNOSTI
NA EMBRIJIMA ZEBRICA

Sljedec¢e apikalne krajnje tocke znak su akutne toksi¢nosti te, posljedi¢no, smrti embrija:
koagulacija embrija, neodvajanje repa, izostanak formiranja somita i izostanak otkucaja
srca. Sljede¢e mikrofotografije odabrane su za ilustraciju tih krajnjih toCaka.

Slika 1. Koagulacija embrija: Pri promatranju uz jako osvjetljenje polja na koaguliranim embrijima zebrica
vidljiv je niz neprozirnih nakupina.
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Slika 2. Izostanak formiranja somita: Unato¢ kaSnjenju u razvoju za otprilike 10 sati, u embrija zebrice starog
24 sata na slici a) vide se dobro razvijeni somiti (—), dok u embrija na slici b) nema nikakvog znaka
formiranja somita (—). Unato¢ velikom edemu zumanjcane vreéice (*), u embrija zebrice starog 48 sati na
slici ¢) dobro se vide formirani somiti (—), dok u embrija zebrice starog 96 sati na slici d) nema nikakvog
znaka formiranja somita (—). U embrija na slici d) zamjetni su i zakrivljenost kraljeznice (skolioza) i
perikardijalni edem (*).
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Slika 3. Neodvajanje korijena repa u bo¢nom prikazu (a: —; embrij zebrice star 96 sati). Zamjetno je i da nema
osnove oka (*).

Slika 4. Izostanak otkucaja srca po definiciji je teSko pokazati na mikrofotografiji. Na izostanak otkucaja srca
upuéuje nekontrahirano srce (dvostruka strelica). Nepomicnost krvnih stanica u npr. trbusnoj aorti (— u
isjecku) nije pokazatelj izostanka otkucaja srca. Zamjetan je i izostanak formiranja somita u ovog embrija
(*, homogen umjesto segmentiranog izgleda misi¢nog tkiva). Da bi se zabiljezio izostanak otkucaja srca,
embrije je potrebno promatrati najmanje jednu minutu pod poveéanjem od najmanje 80 puta.
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C.50. Ispitivanje toksi¢nosti na klasastom krocnju (Myriophyllum spicatum) u sustavu bez
sedimenta

UvVOD

1. Ova ispitna metoda odgovara Smjernici OECD-a za ispitivanje 238 (2014.). Namijenjena
je za procjenu toksi¢nosti kemikalija za klasasti krocanj (Myriophyllum spicatum),
podvodnu vodenu dvosupnicu, vrstu iz porodice krocanja. Temelji se na postojecoj
ASTM-ovoj ispitnoj metodi (1.) modificiranoj za ispitni sustav bez sedimenta (2.) radi
procjene intrinzicne ekotoksi¢nosti ispitivanih kemikalija (neovisno o raspodjeli
ispitivane kemikalije u vodi i sedimentu). Ispitni sustav bez sedimenta analiticki je manje
slozen (samo vodena faza) i1 rezultati se mogu analizirati paralelno i/ili u usporedbi s
rezultatima dobivenima ispitivanjem na Lemna sp. (3.); usto, zbog potrebnih sterilnih
uvjeta minimalizirani su ucinci mikroorganizama 1 alga (apsorpcija/razgradnja
kemikalije itd.). Ovo ispitivanje ne zamjenjuje druga ispitivanja toksi¢nosti za vodene
organizme, ve¢ bi trebalo biti nadopuna tim ispitivanjima radi cjelovitije procjene
opasnosti 1 rizika za vodene biljke. Ispitna je metoda validirana medulaboratorijskim
testom (4.).

2.Opisani su detalji ispitivanja s obnavljanjem (polustaticko) i bez obnavljanja (staticko)
ispitne otopine. Ovisno o ciljevima ispitivanja i regulatornim zahtjevima, preporucuje se
primjena polustaticke metode, npr. za tvari koje se brzo gube iz otopine zbog hlapljenja,
adsorpcije, fotorazgradnje, hidrolize, taloZenja ili biorazgradnje. Dodatne smjernice
dostupne su u literaturi (5.). Ova ispitna metoda primjenjuje se za tvari za koje je ispitna
metoda validirana (vidjeti pojedinosti u izvjes¢u o medulaboratorijskom testu (4.)),
formulacije ili poznate smjese; ako se ispituje smjesa, trebalo bi S$to detaljnije opisati
kemijski identitet 1 koli¢inu njezinih sastojaka. Ispitivanjem toksi¢nosti na klasastom
krocnju (Myriophyllum spicatum) u sustavu bez sedimenta nadopunjuje se ispitivanje
toksi¢nosti na klasastom krocnju u sustavu voda-sediment (6.). Prije primjene ove ispitne
metode za ispitivanje smjese koje je namijenjeno u regulatornu svrhu trebalo bi razmotriti
mogu li se tom metodom osigurati odgovarajuci rezultati za tu svrhu, i zaSto. Takva
razmatranja nisu potrebna ako postoji regulatorni zahtjev za ispitivanje smjese.

NACELO ISPITIVANJA

3.Kulturama klasastog krocnja (Myriophyllum spicatum) koje stalno rastu (samo u
modificiranom Andrewsovom mediju, vidjeti Dodatak 2.) omogucéuje se da rastu kao
monokulture u razli¢itim koncentracijama ispitivane kemikalije u sustavu bez sedimenta
14 dana. Cilj je ispitivanja kvantificirati u¢inke kemikalije na vegetativni rast tijekom tog
razdoblja ocjenjivanjem odabranih mjernih varijabli. Mjerne varijable su rast tj.
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povecanje duljine izdanka, bo¢nih grana i1 korijenja, povecanje svjeze 1 suhe mase te
povecanje broja prSljena. Usto, promatraju se i prepoznatljive kvalitativne promjene
ispitnih organizama, kao $to su izobli¢enje, kloroza, koja je prepoznatljiva po zutoj boji, i
nekroza, prepoznatljiva po bijeloj ili smedoj boji. Da bi se kvantificirali ucinci
kemikalije, rast u ispitnim otopinama usporeduje se s rastom u kontrolama te se utvrduje
koncentracija koja uzrokuje odredeni postotak (x %) inhibicije rasta i izrazava se kao
ECy; ,,x” moze biti bilo koja vrijednost, ovisno o regulatornim zahtjevima, npr. ECj,
EC5o, ECso. Treba napomenuti da su procjene ECjy 1 EC;y pouzdane i primjerene samo u
ispitivanjima u kojima su koeficijenti varijacije za kontrolne biljke nizi od razine u¢inka
koji se procjenjuje, tj. za pouzdanu procjenu EC,y koeficijent varijacije trebao bi biti
<20 %.

4. Trebalo bi odrediti prosjecnu specifi¢énu brzinu rasta (na temelju procjena duljine glavnog
izdanka 1 triju drugih mjernih varijabli) i prirast (na temelju povecanja duljine glavnog
izdanka i triju drugih mjernih varijabli) netretiranih i tretiranih biljaka. Na temelju
specifi¢ne brzine rasta (r) i prirasta (y) zatim se odreduju E,Cx (npr. E;Cj, E;C», E,Cs)
odnosno E,C, (npr. E,Cio, EyC»9, E,Cs).

5.Usto se mogu statisticki odrediti 1 najniza koncentracija s vidljivim u¢inkom (LOEC) 1
najvisa koncentracija bez vidljivog u¢inka (NOEC).

PODACI O ISPITIVANOJ KEMIKALIJI

6.Mora biti raspoloziva analiticka metoda odgovarajuce osjetljivosti za kvantifikaciju
ispitivane kemikalije u ispitnom mediju. Za odredivanje ispitnih uvjeta korisno je imati
podatke o ispitivanoj kemikaliji kao $to su strukturna formula, Cistoca i necistoce,
topljivost u vodi, stabilnost u vodi i na svjetlosti, konstanta disocijacije kiseline (pK,),
koeficijent razdjeljenja oktanol/voda (K,yw), tlak pare i biorazgradivost. Topljivost u vodi
1 tlak pare mogu se upotrijebiti za izraCunavanje konstante Henryjeva zakona, iz koje se
moze zakljuciti mogu li se u razdoblju ispitivanja ocekivati znacajni gubitci ispitivane
kemikalije. Tako se moze zakljuciti treba 1i poduzeti odredene mjere za kontrolu tih
gubitaka. Ako podaci o topljivosti i stabilnosti ispitivane kemikalije nisu pouzdani,
preporucuje se da se topljivost i stabilnost procijene u uvjetima ispitivanja, tj. u uzgojnom
mediju te pri temperaturi i osvjetljenju koji ¢e se upotrebljavati tijekom ispitivanja.

7.Kontrola pH-vrijednosti ispitnog medija posebno je vazna, npr. pri ispitivanju metala ili
tvari koje su hidroliticki nestabilne. Dodatne smjernice za ispitivanje kemikalija ¢ija
fizikalno-kemijska svojstva otezavaju ispitivanje nalaze se u Smjernicama OECD-a (5.).

VALJANOST ISPITIVANJA

8. Da bi ispitivanje bilo valjano, vrijeme udvostru¢enja duljine glavnog izdanka u kontroli
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mora biti kra¢e od 14 dana. Taj se kriterij moZe ispuniti primjenom statickog ili
polustati¢kog ispitivanja uz medije i ispitne uvjete opisane u ovoj metodi.

9.Srednji koeficijent varijacije za prirast na temelju mjerenja svjeZe mase izdanka (od

10.

pocetka do kraja ispitivanja) i dodatnih mjernih varijabli (vidjeti stavak 37.) u kontrolnim
kulturama ne prelazi 35 % izmedu ponovljenih uzoraka.

Vise od 50 % ponovljenih uzoraka kontrolne skupine odrzavaju se sterilnima, tj. bez
vidljivih onecis¢enja drugim organizmima kao §to su alge, gljivice i bakterije (bistra
otopina), tijekom razdoblja izlaganja od 14 dana. Napomena: smjernice o tome kako
procijeniti sterilnost dostupne su u izvjeS¢u o medulaboratorijskom testu (4.).

REFERENTNA KEMIKALIJA

11.

Referentna kemikalija (ili viSe njih), kao §to je 3,5-diklorofenol, koji je upotrijebljen u
medulaboratorijskom testu (4.), moze se ispitati radi provjere ispitnog postupka; prema
podacima iz medulaboratorijskog testa srednje su vrijednosti ECsy 3,5-diklorofenola za
razlicite varijable odgovora (vidjeti stavke 37. — 41. ove ispitne metode) izmedu 3,2 mg/I
1 6,9 mg/l (za pojedinosti o intervalu pouzdanosti za te vrijednosti vidjeti izvjeSée o
medulaboratorijskom testu). Preporucljivo je da se referentna kemikalija ispita barem
dvaput godisnje ili, ako se ispitivanje provodi rjede, istovremeno s odredivanjem
toksic¢nosti ispitivane kemikalije.

OPIS METODE

Oprema

12. Sva oprema koja dolazi u dodir s ispitnim medijima trebala bi biti izradena od stakla ili

13.

drugog kemijski inertnog materijala. Staklenu opremu koja se upotrebljava za uzgoj i
ispitivanje trebalo bi ocistiti od kemijskih onecis¢ivaca koji bi mogli dospjeti u ispitni
medij 1 trebala bi biti sterilna. Ispitne posude trebale bi biti dovoljno duge da izdanci u
kontrolnim posudama mogu rasti u vodenoj fazi, a da ne dosegnu povrsinu ispitnog
medija na kraju ispitivanja. Preporucuju se staklene epruvete s debelim stijenkama od
borosilikatnog stakla, bez izljeva na vrhu, unutarnjeg promjera priblizno 20 mm, duljine
priblizno 250 mm, s aluminijskim ¢epovima.

Buduéi da modificirani Andrewsov medij sadrzava saharozu (koja potice rast gljivica 1
bakterija), ispitne otopine moraju se pripremati u sterilnim uvjetima. Sve tekucine i
oprema steriliziraju se prije upotrebe. Sterilizacija se provodi tretiranjem zagrijanim
zrakom (210 °C) 4 sata ili tretiranjem u autoklavu 20 minuta na 121 °C. Usto, sve tikvice,
zdjelice, zdjele 1 ostala oprema tretiraju se plamenom na sterilnoj radnoj povrSini
neposredno prije upotrebe.
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14.

Kulture 1 ispitne posude ne smiju se drzati zajedno. To je najlakSe posti¢i ako se
upotrebljavaju odvojene uzgojne komore, inkubatori ili prostorije. Trebalo bi se moci
kontrolirati osvjetljenje i temperaturu te ih odrzavati na stalnoj razini.

Ispitni organizam

15.

16.

17.

Klasasti krocanj (Myriophyllum spicatum), podvodna vodena dvosupnica, vrsta je iz
porodice krocanja. Izmedu lipnja i1 kolovoza njezini sitni ruziCasto-bijeli cvjeti¢i izlaze
iznad povrSine vode. Biljke su ukorijenjene u tlo sustavom ¢vrstih rizoma. Mogu se
prona¢i u cijeloj sjevernoj hemisferi u eutrofi¢nim, no neoneciS¢éenim vodama
staja¢icama bogatijima kalcijem 1 s muljevitim supstratom. Klasasti krocanj bolje
uspijeva u slatkim vodama, no moze se pronaci i u boc¢atim vodama.

Za ispitivanje toksi¢nosti u sustavu bez sedimenta potrebne su sterilne biljke. Ako
laboratorij koji provodi ispitivanje nema potrebne kulture klasastog krocnja, moze
preuzeti sterilni biljni materijal iz drugog laboratorija ili prikupiti (nesterilni) biljni
materijal u prirodi odnosno nabaviti ga od komercijalnog dobavljaca; za biljke
prikupljene u prirodi potrebna je taksonomska provjera vrste. Ako se biljke prikupljaju u
prirodi ili nabavljaju od komercijalnog dobavljaca, potrebno ih je sterilizirati (1.) te drzati
u kulturi u istom mediju kakav ¢e se upotrebljavati u ispitivanju najmanje osam tjedana
prije upotrebe. Na mjestima na kojima se prikupljaju polazne kulture ne smije biti ocitih
izvora oneciS¢enja. Pri prikupljanju klasastog krocnja u prirodi treba posebno pripaziti da
se prikuplja odgovarajuca vrsta, posebno u regijama u kojima moze hibridizirati s drugim
vrstama krocnja. Ako se kulture nabavljaju iz drugog laboratorija, treba ih drzati u
slicnim uvjetima najmanje tri tjedna. Uvijek treba navesti podrijetlo biljnog materijala 1
vrstu koja se upotrebljava za ispitivanje.

Biljke koje ¢e se upotrijebiti za ispitivanje trebalo bi pazljivo odabrati jer ¢e njihova
kvaliteta 1 jednolikost znatno utjecati na rezultate ispitivanja. Trebalo bi upotrebljavati
mlade biljke koje brzo rastu i nemaju vidljivih oSte¢enja ni promjena boje (kloroza).
Pojedinosti o pripremi ispitnih organizama navedene su u Dodatku 4.

Uzgoj kulture

18.

19.

Kako bi rjede bilo potrebno odrzavati kulture (npr. kad odredeno vrijeme nisu planirana
ispitivanja s krocnjem), kulture se mogu drzati pod smanjenim osvjetljenjem 1 na nizoj
temperaturi (50 uE m™ s, 20 + 2 °C). Pojedinosti 0 uzgoju navedene su u Dodatku 3.
Najmanje 14 dana — 21 dan prije ispitivanja dovoljan broj ispitnih organizama asepticki
se prenosi u svjezi sterilni medij 1 uzgaja 14 dana—21 dan u ispitnim uvjetima kao
pretkultura. Pojedinosti za pripremu pretkulture navedene su u Dodatku 4.

Ispitni medij
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20.

21.

Za klasati krocanj u ispitnom sustavu bez sedimenta preporucuje se samo jedan hranjivi
medij, kako je opisano u Dodatku 2. Za uzgoj kulture klasastog krocnja i ispitivanje na
njemu preporucuje se modifikacija Andrewsova medija kako je opisano u (1.).
Modificirani Andrewsov medij pripravlja se od pet odvojeno pripremljenih hranjivih
mati¢nih otopina s dodatkom 3 % saharoze. Pojedinosti o pripremi medija navedene su u
Dodatku 2.

Za dobivanje ispitnih otopina potreban je deseterostruko koncentrirani modificirani
Andrewsov medij (uz razrjedivanje prema potrebi). Sastav medija naveden je u
Dodatku 2.

Ispitne otopine

22.

23.

24.

Ispitne se otopine obi¢no pripremaju razrjedivanjem mati¢ne otopine. Mati¢ne otopine
ispitivane kemikalije obi¢no se pripremaju otapanjem kemikalije u demineraliziranoj (t;.
destiliranoj ili deioniziranoj) vodi. Hranjive tvari dodaju se iz deseterostruko
koncentriranoga modificiranog Andrewsova medija.

Mati¢ne otopine ispitivane kemikalije mogu biti sterilizirane u autoklavu na 121 °C
20 minuta ili sterilnom filtracijom, ako tehnika sterilizacije ne denaturira ispitivanu
kemikaliju. Ispitne otopine mogu biti pripremljene i u sterilnoj demineraliziranoj vodi ili
mediju, u sterilnim uvjetima. Pri odabiru postupka sterilizacije mati¢nih otopina
ispitivane kemikalije trebalo bi uzeti u obzir termostabilnost i adsorpciju na razli¢itim
povrSinama. Zbog toga se preporucuje da se mati¢ne otopine pripremaju u sterilnim
uvjetima, tj. koriste¢i se sterilnim materijalom za otapanje ispitivane kemikalije u
sterilnim uvjetima (npr. sterilizacija plamenom, sterilizacija u komorama sa laminarnim
protokom itd.) u sterilnoj vodi. Ova tehnika pripreme sterilnih mati¢nih otopina valjana je
1 za tvari 1 za smjese.

Najvisa ispitna koncentracija ispitivane kemikalije u pravilu ne bi smjela biti viSa od
topljivosti te kemikalije u vodi u ispitnim uvjetima. Za ispitivane kemikalije slabe
topljivosti u vodi mozda ¢e biti potrebno pripremiti koncentriranu mati¢nu otopinu ili
disperziju kemikalije s pomoc¢u organskog otapala ili dispergenta kako bi se olaksalo
dodavanje to¢nih koli¢ina ispitivane kemikalije u ispitni medij te ubrzalo njezinu
disperziju 1 otapanje. Treba svakako nastojati izbje¢i upotrebu takvih materijala.
Pomoc¢na otapala ili dispergenti koji se upotrijebe ne bi smjeli djelovati fitotoksi¢no.
Neka od otapala u Sirokoj uporabi koja nemaju fitotoksi¢no djelovanje u koncentracijama
do 100 pul/l su aceton 1 dimetilformamid. Ako se upotrebljava otapalo ili dispergent, treba
navesti njegovu konac¢nu koncentraciju, koju treba svesti na najmanju mogucu mjeru
(2100 ul/1), te voditi racuna da sve tretirane 1 kontrolne skupine sadrzavaju istu
koncentraciju otapala odnosno dispergenta. Dodatne smjernice o upotrebi dispergenata
dostupne su u literaturi (5.).
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Ispitne i kontrolne skupine

25. Prethodna saznanja o toksi¢nosti ispitivane kemikalije za klasasti krocanj na temelju
ispitivanja za utvrdivanje raspona mogu pomoc¢i u odabiru prikladnih ispitnih
koncentracija. U glavnom ispitivanju toksi¢nosti u pravilu je potrebno pet (kao u testu
inhibicije rasta Lemna sp., poglavlje C.26. ovog Priloga) do sedam ispitnih koncentracija
rasporedenih u geometrijskom nizu; treba ih odabrati tako da vrijednosti NOEC 1 ECs
budu unutar raspona koncentracija (vidjeti u nastavku). Ispitne se koncentracije po
mogucnosti ne bi smjele razlikovati za faktor veci od 3,2; no vrijednost moZze biti i veca
ako je krivulja koncentracija-odgovor ravna. Ako se upotrebljava manje od pet
koncentracija, treba dati obrazlozenje. Potrebno je najmanje pet ponovljenih uzoraka za
svaku ispitnu koncentraciju.

26. Pri odredivanju raspona ispitnih koncentracija (za ispitivanje za utvrdivanje raspona i/ili
glavno ispitivanje toksi¢nosti) trebalo bi uzeti u obzir sljedece:

da bi se pri odredivanju ECy osigurala primjerena razina pouzdanosti, vrijednost ECx mora
biti izmedu najviSe i najniZe ispitne koncentracije. Primjerice, ako se procjenjuje ECsy,
najviSa ispitna koncentracija trebala bi biti viSa od ECso. Ako je vrijednost ECsy izvan
raspona ispitnih koncentracija, pripadajuci intervali pouzdanosti bit ¢e veliki 1 mozda nece
biti moguce ispravno procijeniti statisticku prikladnost modela.

Ako je cilj procijeniti LOEC/NOEC, najniza ispitna koncentracija trebala bi biti dovoljno
niska da rast ne bude znatno manji od rasta u kontroli. Isto tako, najviSa ispitna
koncentracija trebala bi biti dovoljno visoka da rast bude znatno manji nego u kontroli. U
protivnom je ispitivanje potrebno ponoviti s drugim rasponom koncentracija (osim ako je
najvisa koncentracija na granici topljivosti ili jednaka maksimalnoj predvidenoj grani¢noj
koncentraciji, npr. 100 mg/1).

27. Svako ispitivanje trebalo bi ukljucivati kontrole u kojima su hranjivi medij, ispitni
organizam (odabir §to je viSe moguée homogenog biljnog materijala, svjeze bocne grane
iz pretkultura skrac¢ene na 2,5 cm od baze), okolni uvjeti 1 postupci isti kao u ispitnim
posudama, ali bez ispitivane kemikalije. Ako se upotrebljava pomoc¢no otapalo ili
dispergent, potrebna je dodatna kontrola koja sadrzava istu koncentraciju
otapala/dispergenta kao 1 posude s ispitivanom kemikalijom. Potrebno je barem 10
kontrolnih posuda kao ponovljenih uzoraka (i posuda s otapalom, ako se ono
upotrebljava).

28. Ako nije potrebno odrediti NOEC, plan ispitivanja moZe se izmijeniti tako da se poveca
broj koncentracija i smanji broj ponovljenih uzoraka po koncentraciji. No svakako je
potrebno barem 10 kontrolnih ponovljenih uzoraka.

Izlaganje

29. Svjeze boc¢ne grane iz pretkulture skra¢ene na 2,5 cm od baze nasumicno se rasporeduju
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30.

31.

32.

po ispitnim posudama u aseptickim uvjetima; svaka ispitna posuda trebala bi sadrzavati
po jednu bo¢nu granu dugu 2,5 cm s apikalnim meristemom na jednom kraju. Odabrani
biljni materijal u svim posudama trebao bi biti jednake kvalitete.

Ispitne posude treba nasumi¢no rasporediti po inkubatoru kako bi se minimizirao utjecaj
prostornih razlika u intenzitetu svjetlosti i temperaturi. Usto ih je potrebno pri
promatranju rasporediti zajedno u blokove ili nasumi¢no premjestati posude (ili ih ¢esce
premjestati).

Ako preliminarno ispitivanje stabilnosti pokaze da se koncentracija ispitivane kemikalije
ne moze odrZati (tj. izmjerena koncentracija pada ispod 80 % od izmjerene pocetne
koncentracije) tijekom razdoblja ispitivanja (14 dana), preporucuje se polustaticko
ispitivanje. U tom slucaju biljke bi trebalo izloziti svjeZe pripremljenim ispitnim i
kontrolnim otopinama najmanje jednom tijekom ispitivanja (npr. 7. dan). Ucestalost
izlaganja svjeZem mediju ovisit ¢e o stabilnosti ispitivane kemikalije; za vrlo nestabilne
ili hlapljive kemikalije mozda ¢e biti potrebno ceSce izlaganje da bi se odrzale priblizno
stalne koncentracije.

Ova ispitna metoda ne obuhvaca izlaganje folijarnom primjenom (rasprsivanje po lis¢u).

Ispitni uvjeti

33.

34.

Za rasvjetu bi se trebalo koristiti toplim i/ili hladnim bijelim fluorescentnim svjetlom od
100 — 150 pE m™? s™ izmjereno kao fotosintetski aktivno zradenje (400 — 700 nm) na
toCkama koje su jednako udaljene od izvora svjetlosti kao 1 dno ispitnih posuda (jednako
osvjetljenju od 6 000 —9 000 lux) te u ciklusu svjetlost-tama od 16:8 h. Metoda
detekcije 1 mjerenja svjetlosti, posebno vrsta senzora, utjecat ¢e na izmjerenu vrijednost.
Sferi¢nim senzorima (koji reagiraju na svjetlost iz svih kutova iznad i ispod mjerne
ravnine) i ,,kosinusnim” senzorima (koji reagiraju na svjetlost iz svih kutova iznad mjerne
ravnine) daje se prednost u odnosu na usmjerene senzore jer bolje mjere vrijednosti za
viSetockasti izvor svjetlosti kakav je ovdje opisan.

Temperatura u ispitnim posudama trebala bi biti 23 +£2 °C. Posebnu pozornost treba
obratiti na pomak pH-vrijednosti u nekim slucajevima, npr. kad se ispituju nestabilne
kemikalije ili metali; pH-vrijednost trebala bi ostati u rasponu 6 —9. Za dodatne
smjernice vidjeti (5.).

Trajanje

35.

Ispitivanje zavrSava 14 dana nakon prenosSenja biljaka u ispitne posude.

Mjerenja i analiticka odredivanja

36.

Na pocetku ispitivanja duljina glavnog izdanka ispitnog organizma je 2,5 cm (vidjeti
stavak 29.); mjeri se pomi¢nim mjerilom (vidjeti Dodatak 4.) ili fotografiranjem i
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analizom slike. Duljinu glavnog izdanka ispitnog organizma koji izgleda normalno ili
neuobicajeno treba odrediti na pocetku ispitivanja, najmanje jedanput tijekom 14-
dnevnog razdoblja izlaganja i na kraju ispitivanja. Napomena: kao alternativa za one
kojima nije dostupna analiza slika, ako je radna povrSina sterilizirana prije stavljanja
biljaka u ispitne posude, duljina glavnog izdanka moZe se izmjeriti i sterilnim pomi¢nim
mjerilom na pocetku i tijekom ispitivanja. Treba zabiljeziti sve promjene u razvoju
biljaka npr. deformaciju izdanka, izgled, naznake nekroze, klorozu, raspadanje ili gubitak
sposobnosti plutanja te promjene duljine i izgleda korijenja. Treba zabiljeziti 1 bitne
znacajke ispitnog medija (npr. prisutnost neotopljenog materijala, rast algi, gljivica ili
bakterija u ispitnoj posudi).

37. Uz odredivanja duljine glavnog izdanka tijekom ispitivanja, trebalo bi procijeniti i u€inke
ispitivane kemikalije na tri sljedec¢e mjerne varijable (ili viSe njih):

i.  ukupna duljina bo¢nih grana;
ii.  ukupna duljina izdanka;
iii.  ukupna duljina korijena;
iv.  svjeza masa;
v. suha masa;
vi.  broj pr§ljena.

Napomena 1.: opazanja tijekom ispitivanja za utvrdivanje raspona mogu pomoc¢i u odabiru
odgovarajucih dodatnih mjerenja Sest navedenih varijabli.

Napomena 2.: svakako je poZeljno odrediti svjezu i suhu masu (parametri iv. i v.).

Napomena 3.: zbog ¢injenice da saharoza i svjetlost (izlozenost korijenja svjetlosti tijekom
ispitivanja) mogu utjecati na nositelje auksina (biljni hormon rasta) i da neke kemikalije
mogu imati nacin djelovanja sli¢an djelovanju auksina, upitno je treba li ukljuciti krajnju
toCku koja se odnosi na korijen (parametar iii.).

Napomena 4.: rezultati medulaboratorijskog ispitivanja pokazuju velike koeficijente
varijacije (> 60 %) za ukupnu duljinu bo¢nih grana (parametar i.). Ukupna duljina bo¢nih
grana u svakom je sluc¢aju ukljucena u mjeru ukupne duljine izdanka (parametar ii.) koja
pokazuje prihvatljivije koeficijente varijacije od < 30 %.

Napomena 5.: s obzirom na navedeno, glavne krajnje toc¢ke koje je preporucljivo mjeriti
su: ukupna duljina izdanka, svjeza masa i suha masa (parametri ii., iv. 1 v.); mjerenje
parametra vi. (broj prsljena) ovisi o izboru izvodaca pokusa.

38. Prednost je duljine glavnog izdanka i broja prsljena u tome §to ih se moze odrediti za
svaku ispitnu 1 kontrolnu posudu na pocetku, za vrijeme i1 na kraju ispitivanja
fotografiranjem i analizom slike, iako se moze upotrijebiti i (sterilno) pomi¢no mjerilo.
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39. Ukupna duljina bo¢nih grana, ukupna duljina korijena (kao zbroj svih bo¢nih grana ili
korijena) te ukupna duljina izdanka (kao zbroj duljine glavnog izdanka i ukupne duljine
boc¢nih grana) mogu se mjeriti pomi¢nim mjerilom na kraju izlaganja.

40. Svjezu i/ili suhu masu trebalo bi odrediti na pocetku ispitivanja na uzorku pretkulture
reprezentativnom za biljni materijal koji se upotrebljava na pocetku ispitivanja te na kraju
ispitivanja na biljnom materijalu iz svake ispitne i kontrolne posude.

41. Ukupna duljina bo¢nih grana, ukupna duljina izdanka, ukupna duljina korijena, svjeza
masa, suha masa 1 broj prSljena mogu se odrediti kako slijedi:

1.

ii.

111

1v.

Vi.

ukupna duljina bo¢nih grana: duljina bo¢nih grana moze se odrediti mjerenjem svih
bo¢nih grana pomi¢nim mjerilom na kraju izlaganja. Ukupna duljina bo¢nih grana
zbroj je duljina svih bo¢nih grana u svakoj ispitnoj i kontrolnoj posudi;

ukupna duljina izdanka: duljina glavnog izdanka moze se odrediti analizom slike ili
pomic¢nim mjerilom. Ukupna duljina izdanka zbroj je ukupne duljine bo¢nih grana i
duljine glavnog izdanka u svakoj ispitnoj i kontrolnoj posudi na kraju izlaganja;

ukupna duljina korijena: ukupna duljina korijena moze se odrediti mjerenjem svih
korijena pomi¢nim mjerilom na kraju izlaganja. Ukupna duljina korijena zbroj je
duljina svih korijena u svakoj ispitnoj i kontrolnoj posudi;

svjeza masa: svjeza masa moze se odrediti vaganjem ispitnih organizama na kraju
izlaganja. Sav biljni materijal iz svake ispitne 1 kontrolne posude ispire se destiliranom
vodom 1 lagano susi celuloznim papirom. Nakon te pripreme svjeza masa odreduje se
vaganjem. PoCetna biomasa (svjeza masa) odreduje se na temelju uzorka ispitnih
organizama uzetog iz iste Sarze koja je upotrijebljena za inokulaciju ispitnih posuda;

suha masa: nakon pripreme za odredivanje svjeze mase, ispitni organizmi suse se na
60 °C dok ne dosegnu konstantnu masu. Ta je masa suha masa. Pocetna biomasa
(suha masa) odreduje se na temelju uzorka ispitnih organizama uzetog iz iste Sarze
koja je upotrijebljena za inokulaciju ispitnih posuda;

broj prsljena: broje se svi prsljeni na glavnom izdanku.

Ucestalost mjerenja i analitickih odredivanja

42. Ako se primjenjuje staticko ispitivanje, trebalo bi na pocetku 1 kraju ispitivanja odrediti
pH svake tretirane skupine. Ako se primjenjuje polustaticko ispitivanje, pH bi trebalo
izmjeriti u svakoj Sarzi ,svjeze” ispitne otopine prije svakog obnavljanja te u
odgovarajucim ,,potroSenim” otopinama.

43. Intenzitet svjetlosti trebalo bi mjeriti u uzgojnoj komori, inkubatoru odnosno prostoriji,
na toCkama koje su jednako udaljene od izvora svjetlosti kao 1 ispitni organizmi. Mjerenja
bi trebalo provesti najmanje jedanput tijekom ispitivanja. Usto najmanje jedanput dnevno
(ili neprekidno, s pomocu uredaja za automatsko biljeZzenje podataka) treba biljeziti

487



temperaturu medija u zamjenskoj posudi koja se drzi u istim uvjetima u uzgojnoj komori,
inkubatoru odnosno prostoriji.

44. Koncentracije ispitivane kemikalije (ili viSe kemikalija) odreduju se u prikladnim
razmacima tijekom ispitivanja. U statickom ispitivanju koncentracije se moraju odrediti
barem na pocetku i na kraju ispitivanja.

45. U polustatickom ispitivanju u kojemu se ocekuje da koncentracija ispitivane kemikalije
(ili viSe kemikalija) nece ostati u granicama od * 20 % nazivne koncentracije potrebno je
analizirati sve svjeze pripremljene ispitne otopine i ponoviti analizu pri svakom
obnavljanju otopine. Medutim, u svim ispitivanjima u kojima izmjerene pocetne
koncentracije ispitivane kemikalije (ili viSe kemikalija) nisu u granicama od % 20 %
nazivne koncentracije, ali ima dovoljno dokaza da su pocetne koncentracije ponovljive i
stabilne (tj. unutar podrucja od 80— 120 % pocetne koncentracije), kemijska se
odredivanja mogu provoditi samo na najvi$oj 1 najniZoj ispitnoj koncentraciji. U svakom
slu¢aju, odredivanje ispitnih koncentracija prije obnavljanja potrebno je provesti samo na
po jednoj posudi za svaku ispitnu koncentraciju (ili na zdruZenom sadrzaju posuda iste
koncentracije).

46. Ako se moze dokazati da se ispitna koncentracija tijekom cijelog ispitivanja na
zadovoljavajuéi nacin odrZavala u granicama od * 20 % nazivne ili izmjerene pocetne
koncentracije, analiza rezultata moze se temeljiti na nazivnim ili izmjerenim pocetnim
vrijednostima. Ako je odstupanje od nazivne ili izmjerene pocetne koncentracije vece od
+ 20 %, analiza rezultata treba se temeljiti na srednjoj geometrijskoj koncentraciji
tijekom izlaganja ili na modelima kojima se opisuje pad koncentracije ispitivane
kemikalije (5.).

Ispitivanje grani¢ne koncentracije

47.U odredenim okolnostima, npr. kad preliminarno ispitivanje ukazuje na to da ispitivana
kemikalija ne djeluje toksi¢no u koncentraciji do 100 mg/1 ili do granice svoje topljivosti
u ispitnom mediju, odnosno, ako je rije¢ o formulaciji, do granice disperzivnosti, moze se
provesti ispitivanje grani¢ne koncentracije koje ukljuuje usporedbu odgovora kontrolne
skupine s odgovorom jedne tretirane skupine (100 mg/l ili koncentracija koja odgovara
granici topljivosti). Preporucuje se da se uz ispitivanje granicne koncentracije svakako
provede 1 analiza koncentracije za izlaganje. Svi navedeni ispitni uvjeti i1 kriteriji
valjanosti vrijede i za ispitivanje granicne koncentracije, s time da broj tretiranih
ponovljenih uzoraka treba udvostruciti. Rast u kontrolnoj i tretiranoj skupini moze se
analizirati statistickim testom za usporedbu srednjih vrijednosti, npr. Studentovim t-
testom.
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PODACI 1 IZVJESCIVANJE

Varijable odgovora

48. Svrha je ispitivanja odrediti ucinke ispitivane kemikalije na vegetativni rast klasastog
krocnja (Myriophyllum spicatum). U ovoj ispitnoj metodi opisane su dvije varijable
odgovora:

a) prosjecna specificna brzina rasta: ta se varijabla odgovora izra¢unava na temelju promjena

logaritama duljine glavnog izdanka, i usto na temelju promjena logaritama drugih mjernih
parametara — ukupne duljine izdanka, svjeze mase, suhe mase ili broja prsljena — tijekom

vremena (izrazeno po danu) u kontrolama i svim tretiranim skupinama. Napomena: za
mjerne parametre ukupnu duljinu bo¢nih grana 1 ukupnu duljinu korijena ne moze se
izraCunati prosjecna specificna brzina rasta. Na pocetku ispitivanja ispitni organizam nema
bocne grane ni korijenje (nakon pripreme iz pretkulture); nakon pocetne vrijednosti nula,
izracun prosjecne specifi¢ne brzine rasta nije definiran;

b) prirast: ta se varijabla odgovora izraCunava na temelju promjena duljine glavnog izdanka, i
usto na temelju promjena drugih mjernih parametara — najbolje ukupne duljine izdanka,
svjeze mase, suhe mase ili broja pr$ljena, te drugih parametara ako se smatraju korisnima,
u kontrolama i svim tretiranim skupinama do kraja ispitivanja.

49. Procjene toksicnosti trebale bi se temeljiti na duljini glavnog izdanka i trima dodatnim
mjernim varijablama (najbolje ukupna duljina izdanka, svjeza masa, suha masa ili broj
priljena, vidjeti stavak 37. i napomene 2., 4. 1 5. uz taj stavak) jer neke kemikalije mogu
utjecati na druge mjerne varijable znatno vise nego na duljinu glavnog izdanka. Taj bi
utjecaj ostao neotkriven kad bi se racunala samo duljina glavnog izdanka.

Prosjecna specificna brzina rasta

50. Prosjecna specificna brzina rasta za odredeno razdoblje izracunava se kao logaritamsko
povecanje varijabli rasta — duljine glavnog izdanka i joS$ triju mjernih varijabli (ukupna
duljina izdanka, svjeza masa, suha masa ili broj prSljena) — primjenom formule u
nastavku za svaki ponovljeni uzorak kontrolne i tretirane skupine:

_ ln(Nj)—ll’l(Ni) _ ln(Nj)—ll’l(Ni)
i-j t i-j t
pri ¢emu je:
Wi : prosjecna specifi¢na brzina rasta od vremena i do j

- N; :myjerna varijabla u ispitnoj ili kontrolnoj posudi u vremenu i

N; :mjerna varijabla u ispitnoj ili kontrolnoj posudi u vremenu j
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t :vremensko razdoblje od i do j

Za svaku tretiranu i kontrolnu skupinu treba izracunati srednju vrijednost brzine rasta i
procjene varijance.

51. Prosjecnu specificnu brzinu rasta treba izracunati za ¢itavo razdoblje ispitivanja (vrijeme
,»1” u navedenoj formuli oznacava pocetak ispitivanja, a vrijeme ,,j”” kraj ispitivanja). Za
svaku ispitnu koncentraciju i kontrolu treba izracunati srednju vrijednost prosjecne
specifi¢ne brzine rasta te procjene varijance. Usto je potrebno procijeniti i brzinu rasta u
pojedinim etapama tijekom razdoblja izlaganja kako bi se ocijenili ucinci ispitivane
kemikalije koji se javljaju (npr. pregledom logaritamski transformiranih krivulja rasta).

52. Postotak inhibicije brzine rasta (I;) tada se moze izracunati za svaku ispitnu koncentraciju
(tretiranu skupinu) prema sljedecoj formuli:

%1, = ¥4 100

Hc
pri ¢emu je:
% Ir  : postotak inhibicije prosjecne specifi¢ne brzine rasta
uC : srednja vrijednost p u kontroli

uT : srednja vrijednost p u tretiranoj skupini

Prirast
53. U¢inci na prirast odreduju se na temelju mjerne varijable duljine glavnog izdanka 1 jo§
triju mjernih varijabli (najbolje ukupna duljina izdanka, svjeza masa, suha masa ili broj
prsljena) u svakoj ispitnoj posudi na pocetku i na kraju ispitivanja. Za svjezu ili suhu
masu pocetna biomasa odreduje se na temelju uzorka ispitnih organizama uzetog iz iste
Sarze koja je upotrijebljena za inokulaciju ispitnih posuda. Za svaku ispitnu koncentraciju
1 kontrolu treba izracunati srednju vrijednost prirasta i procjene varijance. Srednji
postotak inhibicije prirasta (% I,y) za svaku tretiranu skupinu moZe se izracunati kako
slijedi:
(bc—br)
0 — Wc=br)
Yol,, ”
pri ¢emu je:
% ly  :postotak smanjenja prirasta

bC : konac¢na biomasa u kontrolnoj skupini umanjena za pocetnu biomasu

bT : kona¢na biomasa u tretiranoj skupini umanjena za po¢etnu biomasu

Vrijeme udvostrucenja
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54.Da bi se odredilo vrijeme udvostrucenja (T4) duljine glavnog izdanka i utvrdilo je li
ispunjen taj kriterij valjanosti (vidjeti stavak 8.), dobivene podatke za kontrolne posude
treba uvrstiti u sljedecu formulu:

Tg=1In2/pn

pri demu je (=] prosje[da s
52.

Prikaz krivulja koncentracija-odgovor

55. Treba izraditi krivulje koncentracija-odgovor kao prikaz odnosa srednje vrijednosti
postotka inhibicije varijable odgovora (I, ili Iy, izraCunanih kako je navedeno u
stavku 53.) 1 logaritma koncentracije ispitivane kemikalije.

Procjena ECy

56. Procjene ECy trebale bi se temeljiti i na prosjecnoj specifi¢noj brzini rasta (E,Cy) 1 na
prirastu (E,Cy), a svaka od njih bi se pak trebala temeljiti na duljini glavnog izdanka te
eventualno drugim mjernim varijablama (najbolje ukupna duljina izdanka, svjeza masa,
suha masa ili broj prsljena). Razlog tomu je Sto neke kemikalije ne utjecu jednako na
duljinu glavnog izdanka i na druge mjerne varijable. Potrebni parametri toksi¢nosti stoga
su Cetiri vrijednosti ECy za svaku izracunanu razinu inhibicije x: E,Cy (duljina glavnog
izdanka), E,Cy (najbolje ukupna duljina izdanka, svjeZa masa, suha masa ili broj
prsljena), E,C, (duljina glavnog izdanka) i E,C, (najbolje ukupna duljina izdanka, svjeza
masa, suha masa ili broj prsljena).

57. Treba napomenuti da vrijednosti ECy izraCunane primjenom tih dviju varijabli odgovora
nisu usporedive i tu razliku treba uzeti u obzir pri koriStenju rezultatima ispitivanja. Uz
postovanje ispitnih uvjeta ove ispitne metode, vrijednosti ECyx na temelju prosjecne
specificne brzine rasta (E;Cy) u vecini ¢e slucajeva biti viSe od rezultata na temelju
prirasta (E,Cy) zbog razlike u matematickoj osnovi tih dvaju pristupa. Tu razliku ne treba
tumaciti kao razliku u osjetljivosti tih dviju varijabli odgovora; jednostavno je rije¢ o
matematicki razli¢itim vrijednostima.

Statisticki postupci
58. Cilj je dobiti kvantitativan odnos koncentracija-odgovor regresijskom analizom. Ako se
provede linearizacijska transformacija podataka odgovora, npr. s pomocu probit, logit ili
Weibullova modela (7.), moze se primijeniti ponderirana linearna regresija; ipak,
prednost se daje postupcima nelinearne regresije kojima se bolje rjeSavaju neizbjezne
nepravilnosti podataka i odstupanja od pravilnih distribucija. S priblizavanjem izostanku
inhibicije ili potpunoj inhibiciji te se nepravilnosti transformacijom mogu i dodatno
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povecati te tako otezati analizu (7.). Treba napomenuti da su standardne metode analize
za vrijednosti probit, logit ili Weibull namijenjene kvantalnim podacima (npr. smrtnost ili
prezivljavanje) te se moraju posebno prilagoditi da bi se mogle primijeniti na podatke o
brzini rasta i prirastu. Konkretni postupci za odredivanje vrijednosti ECy iz kontinuiranih
podataka mogu se pronadi u literaturi (8., 9.1 10.).

59. Za svaku varijablu odgovora koja se analizira treba izracunati procjene vrijednosti ECy na
temelju odnosa koncentracija-odgovor. Po moguénosti, za sve procjene treba odrediti
granice pouzdanosti od 95 %. Valjanost podudaranja podataka odgovora s regresijskim
modelom trebalo bi procijeniti graficki ili statisticki. Regresijsku analizu trebalo bi
provesti na temelju odgovora pojedinacnih ponovljenih uzoraka, a ne na temelju srednjih
vrijednosti tretiranih skupina.

60. Ako raspolozivi regresijski modeli / regresijske metode nisu prikladni/-e za te podatke,
procjene ECsy i granice pouzdanosti mogu se dobiti i linearnom interpolacijom sa
samonadopunjavanjem (bootstrapping) (10.).

61.Za procjenu LOEC-a, a time i NOEC-a, potrebno je usporediti srednje vrijednosti
tretiranih skupina primjenom tehnika analize varijance (ANOVA). Zatim srednju
vrijednost za svaku koncentraciju treba usporediti sa srednjom vrijedno$¢u kontrole
primjenom odgovaraju¢e metode visestruke usporedbe ili testa trenda. Moze biti koristan
Dunnettov ili Williamsov test (12., 13., 14., 15., 16.). Treba provjeriti vrijedi li
pretpostavka homogenosti varijanci ANOVA-e. To se moze procijeniti graficki ili
formalnim testom (15.). Prikladni su Leveneov ili Bartlettov test. Ako pretpostavka
homogenosti varijanci nije ispunjena, to se ponekad moze ispraviti logaritamskom
transformacijom podataka. Ako je heterogenost varijanci prevelika i ne moze se ispraviti
transformacijom, treba razmotriti moguénost analize metodama kao $to su Jonckheereovi
,Step-down” testovi trenda. Dodatne smjernice za odredivanje NOEC-a mogu se pronaci
u literaturi (10.).

62. Novije znanstvene spoznaje rezultirale su preporukom da se pojam NOEC-a napusti i
zamijeni procjenama ECy dobivenima regresijom. Za ovo ispitivanje s klasastim
krocnjem nije utvrdena primjerena vrijednost x. Ipak, ¢ini se da je primjeren raspon od 10
do 20 % (ovisno o odabranoj varijabli odgovora), a pozeljno je da se navedu obje
vrijednosti, EC;¢ 1 ECy, te njihove granice pouzdanosti.

IzvjeSéivanje

63. Izvjesce o ispitivanju treba obuhvacati sljedece:

Ispitivana kemikalija

tvar s jednim sastojkom:
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- fizicki izgled, topljivost u vodi 1 druga relevantna fizikalno-kemijska svojstva,

- podaci za kemijsku identifikaciju tvari, kao $to su IUPAC ili CAS naziv, CAS broj,
oznaka SMILES ili InChl, strukturna formula, ¢isto¢a, kemijski identitet necisto¢a
prema potrebi i ako je prakticki izvedivo itd. (ukljucujuéi udio organskog ugljika,
prema potrebi),

tvar s viSe sastojaka, tvar nepoznatog ili promjenjivog sastava, sloZeni reakcijski proizvod
ili bioloski materijal (UVCB tvar) ili smjesa:

- opis (koliko je to moguce) kemijskog identiteta (vidjeti gore), kvantitativni udio i
relevantna fizikalno-kemijska svojstva sastojaka.

Ispitne vrste

- znanstveni naziv i podrijetlo.
Ispitni uvjeti
- ispitni postupak (staticki ili polustaticki),
- datum pocetka i trajanje ispitivanja,
- ispitni medij,

- opis plana ispitivanja: ispitne posude i pokrovi, koli¢ine otopina, duljina glavnog
izdanka po ispitnoj posudi na pocetku ispitivanja,

- ispitne koncentracije (nazivne odnosno izmjerene, prema potrebi) i broj ponovljenih
uzoraka po koncentraciji,

- nacin pripreme matic¢nih 1 ispitnih otopina, ukljuc¢ujuéi eventualnu upotrebu otapala ili
dispergenata,

- temperatura tijekom ispitivanja,
- izvor svjetlosti, intenzitet i homogenost svjetlosti,
- pH-vrijednosti ispitnih i kontrolnih medija,

- metoda analize ispitivane kemikalije s odgovaraju¢im podacima za procjenu kvalitete
(validacijske studije, standardne devijacije ili granice pouzdanosti analiza),

- metode odredivanja duljine glavnog izdanka i drugih mjernih varijabli, npr. ukupne
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duljine bo¢nih grana, ukupne duljine izdanka, ukupne duljine korijena, svjeze mase,
suhe mase ili broja prsljena,

- stanje kulture (sterilna ili nesterilna) u svakoj ispitnoj i kontrolnoj posudi pri svakom
promatranju,

- sva odstupanja od ove ispitne metode.

Rezultati

- neobradeni podaci: duljina glavnog izdanka i druge mjerne varijable u svakoj ispitnoj
i kontrolnoj posudi pri svakom promatranju i svakoj analizi,

- srednje vrijednosti i standardne devijacije za svaku mjernu varijablu,
- krivulje rasta za svaku mjernu varijablu,

- izraCunane varijable odgovora za svaki tretirani ponovljeni uzorak, ukljucujuci
srednje vrijednosti 1 koeficijente varijacije za ponovljene uzorke,

- graficki prikaz odnosa koncentracija-ucinak,

- procjene krajnjih tocaka toksi¢nosti za varijable odgovora, npr. ECsp, EC;9, ECy, 1
pripadajuéi intervali pouzdanosti; ako se izracunavaju LOEC i NOEC, njihove
vrijednosti i statisticke metode koje su upotrijebljene za izracun,

- ako se primjenjuje ANOVA, jacina ucinka koji se moze utvrditi (npr. najmanja
znacCajna razlika),

- svaka stimulacija rasta u bilo kojoj tretiranoj skupini,
- svi vidljivi znakovi fitotoksi¢nosti 1 zapaZanja u ispitnim otopinama,

- rasprava o rezultatima, ukljucujudi i sve utjecaje na rezultate ispitivanja nastale uslijed
odstupanja od ove ispitne metode.
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Dodatak 1.

DEFINICIJE

Biomasa je svjeza i/ili suha masa zive tvari u populaciji. U ovom ispitivanju biomasa je
zbroj glavnog izdanka, svih bo¢nih grana i svog korijenja.

Kemikalija je tvar ili smjesa.

Kloroza je promjena zelene boje ispitnog organizma, posebno prsljena, u zuckastu.

ECx je koncentracija ispitivane kemikalije otopljene u ispitnom mediju koja uzrokuje
smanjenje rasta klasastog krocnja od x % (npr. 50 %) u odredenom razdoblju izlaganja (koje
treba posebno navesti ako nije jednako cijelom ili uobifajenom vremenu trajanja
ispitivanja). Da bi se jasno pokazalo je li vrijednost EC dobivena na temelju brzine rasta ili
na temelju prirasta, upotrebljavaju se simboli ,,E,C” za brzinu rasta (growth rate) i ,,E,C” za
prirast (yield), te se uz njih navodi mjerna varijabla koja je upotrijebljena, npr. E,C (duljina
glavnog izdanka).

Rast je povecanje mjerne varijable, npr. duljine glavnog izdanka, ukupne duljine bo¢nih
grana, ukupne duljine izdanka, ukupne duljine korijena, svjeze mase, suhe mase ili broja
prsljena, tijekom razdoblja ispitivanja.

Brzina rasta (prosjeCna specifi¢na brzina rasta) logaritamsko je povecanje mjerne varijable
tijekom razdoblja izlaganja. Napomena: varijable odgovora povezane s brzinom rasta
neovisne su o trajanju ispitivanja sve dok je rast neizlozenih kontrolnih organizama
eksponencijalan.

NajniZa koncentracija s vidljivim ufinkom (LOEC - /lowest observed effect
concentration) najniza je ispitana koncentracija kemikalije pri kojoj je uocen statisticki
znacajan ucinak smanjenja rasta (pri p <0,05) u usporedbi s kontrolom u odredenom
razdoblju izlaganja. Ipak, sve ispitne koncentracije iznad LOEC-a trebale bi imati Stetan
ucinak jednak onomu koji je zabiljezen pri LOEC-u ili veéi od njega. Ako ta dva uvjeta nisu
ispunjena, treba detaljno obrazloZiti kako je odabran LOEC (a prema tome i NOEC).

Mjerna varijabla je bilo koja varijabla koja se mjeri kako bi se izrazila krajnja tocka
ispitivanja s pomocu jedne varijable odgovora ili viSe razlicitih varijabli odgovora. U ovoj
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ispitnoj metodi mjerne varijable su duljina glavnog izdanka, ukupna duljina bo¢nih grana,
ukupna duljina izdanka, ukupna duljina korijena, svjeza masa, suha masa i broj prsljena.

Monokultura je kultura jedne biljne vrste.

Nekroza je mrtvo (tj. bijelo ili tamno smede) tkivo ispitnog organizma.

Najvisa koncentracija bez vidljivog u¢inka (NOEC — no observed effect concentration)
ispitna je koncentracija neposredno ispod LOEC-a.

Varijabla odgovora je varijabla za procjenu toksi¢nosti izvedena iz bilo koje mjerene
varijable koja opisuje biomasu primjenom razli¢itih metoda izra¢una. Za ovu ispitnu metodu
brzina rasta i prirast su varijable odgovora izvedene iz mjernih varijabli kao $to su duljina
glavnog izdanka, ukupna duljina izdanka, svjeZa masa, suha masa ili broj prsljena.

Polustaticko ispitivanje (s obnavljanjem) ispitivanje je tijekom kojeg se ispitna otopina zamjenjuje
periodic¢ki, u odredenim razmacima.

Staticko ispitivanje ispitna je metoda u kojoj se ispitna otopina ne obnavlja tijekom
ispitivanja.

Ispitivana kemikalija je bilo koja tvar ili smjesa koja se ispituje ovom ispitnom metodom.

Krajnja tocka ispitivanja op¢i je faktor koji se mijenja u odnosu na kontrolu zbog
djelovanja ispitivane kemikalije u skladu s ciljem ispitivanja. U ovoj ispitnoj metodi krajnja
je tocka ispitivanja inhibicija rasta, koja se moze izraziti razli¢itim varijablama odgovora
koje se temelje na jednoj mjernoj varijabli ili viSe njih.

Ispitni medij cjelokupni je sinteticki uzgojni medij u kojem biljke koje se upotrebljavaju za
ispitivanje rastu tijekom izlaganja ispitivanoj kemikaliji. Ispitivana je kemikalija obi¢no
otopljena u ispitnom mediju.

UVCB je tvar nepoznatog ili promjenjivog sastava, slozeni reakcijski proizvod ili bioloski
materijal.

Prirast je vrijednost mjerne varijable kojom se izraZzava biomasa na kraju razdoblja
izlaganja umanjena za vrijednost mjerne varijable na pocetku razdoblja izlaganja.
Napomena: kada je rast neizloZenih organizama eksponencijalan, varijable odgovora koje se
temelje na prirastu smanjivat ¢e se tijekom ispitivanja.
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Dodatak 2.

MODIFICIRANI ANDREWSOV MEDIJ ZA OSNOVNU KULTURU I PRETKULTURU

Modificirani Andrewsov medij potreban za osnovnu kulturu i pretkulturu pripravlja se od
pet odvojeno pripremljenih hranjivih mati¢nih otopina s dodatkom 3 % saharoze.

Tablica 1. Sastav Andrewsove hranjive otopine: (ASTM-ov standard E 1913-04)

Pripravljanje hranjivih mati¢nih otopina Pripravljanje hranjive otopine
Mati¢na o e Pocetna masa . .
otopina Kemikalija na 1000 ml ml na 5 1 hranjive otopine

KCI 74,6 mg

1 KNO; 8,08 g 50
Ca(NOs), * 4 H,O 18,88 g

2 MgSO4 * 7 H,O 9,86 g 50

Vidjeti u nastavku: mati¢na otopina

3 31 50

4 KH,PO4 2,72 g 50
FeSO4 * 7 H,O 0,278 g

5 50
NazEDTA* 2 H20 0,372 g

Mati¢ne otopine mogu se Cuvati u hladnjaku Sest mjeseci (na 5— 10 °C). Samo mati¢na
otopina 5 ima kraci rok trajanja (dva mjeseca).

Tablica 2. Pripravljanje maticne otopine 3.1 za pripremu mati¢ne otopine 3
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Kemikalija Pocetna masa u g/100 ml
MnSO; * 4 H,O 0,223
ZnS0O4 * 7 H,O 0,115
H3;BO; 0,155
CuSO4 * 5 H,O 0,0125
(NH4)6Mo07024 * 4 H,0O 0,0037

Nakon §to je mati¢na otopina 3.1 pripravljena (tablica 2.), ona se zamrzava u alikvotima od
priblizno 11 ml (na najmanje — 18 °C). Duboko smrznute doze otopine imaju rok trajanja od
pet godina.

Da bi se pripravila mati¢na otopina 3, treba odmrznuti mati¢nu otopinu 3.1, uliti 10 ml te
otopine u odmjernu tikvicu od 1 11 dodati ultra ¢istu vodu do oznake na tikvici.

Za dobivanje modificiranog Andrewsova medija treba uliti priblizno 2500 ml ultra Ciste
vode u odmjernu tikvicu od 5 1. Nakon dodavanja po 50 ml svake mati¢ne otopine, 90 %
odmjerne tikvice treba napuniti ultra ¢istom vodom i podesiti pH na 5,8.

Zatim treba dodati 150 g otopljene saharoze (3 % na 5 1) te napuniti odmjernu tikvicu ultra
¢istom vodom do oznake. Naposljetku se hranjiva otopina ulijeva u Schottove boce od 111
tretira u autoklavu na 121 °C 20 minuta.

Tako dobivena hranjiva otopina moze ostati sterilna u hladnjaku (na 5 — 10 °C) tri mjeseca.
Modificirani Andrewsov medij za ispitivanje toksi¢nosti u sustavu bez sedimenta

Deseterostruko koncentrirani modificirani Andrewsov medij koji je potreban za dobivanje
ispitnih otopina pripravlja se od pet odvojeno pripremljenih hranjivih mati¢nih otopina iz
tablica 1. 1 2. s dodatkom 30 % saharoze. Za dobivanje takvog medija treba uliti priblizno
100 ml ultra ¢iste vode u odmjernu tikvicu od 11. Nakon dodavanja po 100 ml svake
maticne otopine treba podesiti pH na 5,8. Zatim treba dodati 30 % otopljene saharoze (300 g
na 1 000 ml) te napuniti odmjernu tikvicu ultra ¢istom vodom do oznake.

Naposljetku se hranjiva otopina ulijeva u Schottove boce od 0,51 i tretira u autoklavu na
121 °C 20 minuta.

Tako dobivena deseterostruko koncentrirana hranjiva otopina moze ostati sterilna u
hladnjaku (na 5 — 10 °C) tri mjeseca.
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Dodatak 3.

DRZANJE OSNOVNE KULTURE

U ovom Dodatku opisuje se osnovna kultura klasastog krocnja — Myriophyllum spicatum L',
podvodne vodene dvosupnice, vrste iz porodice krocanja. Izmedu lipnja i kolovoza njezini
sitni ruzicasto-bijeli cvjeti¢i izlaze iznad povrSine vode. Biljke su ukorijenjene u tlu
sustavom cvrstih rizoma. Mogu se pronaci u cijeloj sjevernoj hemisferi u eutroficnim, no
neonecis¢enim vodama staja¢icama bogatijima kalcijem i s muljevitim supstratom. Klasasti
krocanj bolje uspijeva u slatkim vodama, no moze se pronaci i u bocatim vodama.

Za osnovnu kulturu u sustavu bez sedimenta u laboratorijskim uvjetima potrebne su sterilne
biljke. Sterilne biljke mogu se nabaviti iz ekotoksikoloSkog laboratorija njemacke Savezne
agencije za okoli§ (Umweltbundesamt).

Alternativno, ispitni organizmi mogu se pripremiti od nesterilnih biljaka u skladu s ASTM-
ovim standardom E 1913-04. Vidjeti u nastavku: ulomak iz ASTM-ova Standardnog vodica
— postupak za uzgoj kulture Myriophyllum sibiricum prikupljene u prirodi:

»Ako se pocinje raditi s nesterilnim biljkama Myriophyllum sibiricum prikupljenima u
prirodi, treba prikupljati njihove pupove (turione) u jesen. Pupove treba staviti u akvarije od
20 1 koji sadrzavaju 5 cm sterilnog sedimenta prekrivenog silikatnim pijeskom ili primjerice
materijalom Turface® i1 181 vode odgovarajuce CistoCe. Akvariji se prozracuju i drZe na
temperaturi od 15 °C s brzinom protoka od 200 do 300 pumol m s 16 sati dnevno. Biljne
kulture u akvariju mogu se drzati kao rezervni izvor biljaka u slucaju da sterilne biljne
kulture budu unistene zbog mehanickih neispravnosti u odjeljku za uzgoj kulture, zbog
kontaminacije, ili iz drugih razloga. Biljke koje se uzgajaju u akvariju nisu sterilne 1 sterilne
kulture ne mogu se drzati u Sarznom sustavu za uzgoj kultura. Za sterilizaciju kulture biljke
se uklanjaju iz akvarija i ispiru u tekucoj deioniziranoj vodi oko pola sata. Zatim se
dezinficiraju u aseptickim uvjetima u komorama sa laminarnim protokom zraka manje od
20 minuta (dok vecina biljnog tkiva ne izbijeli i samo vrh koji raste ostane zelen) u otopini s
masenim udjelom natrijeva hipoklorita od 3 % 1 s 0,01 % odgovarajuc¢e povrsinski aktivne
tvari. Dezinfekcijsko sredstvo 1 biljni materijal se mijeSaju. Segmenti s viSe nodija prenose
se u sterilne epruvete za uzgoj kultura koje sadrzavaju po 45 ml steriliziranoga

" Carl von Linné (* 23. svibnja 1707. u Rashultu/Almhultu; + 10. sije¢nja 1778. u Uppsali).
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modificiranog Andrewsova medija i zacepljene su jednostavnim ¢epovima za epruvete. U
svaku ispitnu komoru stavlja se samo jedan biljni segment. Na posude za uzgoj kultura
nanosi se laboratorijski film za brtvljenje. Kad se uspostavi sterilna kultura, biljne segmente
koji sadrzavaju viSe nodija treba prenositi u nove ispitne komore sa svjezim tekuéim
hranjivim medijima svakih deset do dvanaest dana. Biljke moraju biti sterilne, $to se
dokazuje uzgojem kultura na agarnim podlogama, i ostati sterilne osam tjedana prije
pocetka ispitivanja.”

Budué¢i da modificirani Andrewsov medij sadrzava saharozu (koja potic¢e rast gljivica i
bakterija), potrebni su sterilni uvjeti za pripremu materijala, drzanje otopina i uzgoj kultura.
Sve tekuc¢ine i1 oprema steriliziraju se prije upotrebe. Sterilizacija se provodi tretiranjem
zagrijanim zrakom (210 °C) 4 sata ili tretiranjem u autoklavu 20 minuta na 121 °C. Usto,
sve tikvice, zdjelice, zdjele i ostala oprema tretiraju se plamenom na sterilnoj radnoj
povrsini neposredno prije upotrebe.

Osnovne se kulture mogu drZati na slabijoj svjetlosti i niZoj temperaturi (50 uE m™ s,
20 £ 2 °C) duzZe vrijeme bez premjestanja. Uzgojni medij za krocanj trebao bi biti isti kao
onaj koji se upotrebljava za ispitivanje, ali i drugi mediji bogati hranjivim tvarima mogu se
upotrebljavati za osnovne kulture.

Biljni segmenti rasporeduju se akseni¢no u nekoliko Erlenmeyerovih tikvica od 500 ml ili/i
Fernbachovih tikvica od 2 000 ml, od kojih je svaka napunjena s priblizno 450 odnosno
1 000 ml modificiranog Andrewsova medija. Zatim se tikvice zatvaraju akseni¢no
celuloznim ¢epom.

Osim toga, apsolutno je nuzno temeljito tretirati opremu plamenom na sterilnoj radnoj
povrsini neposredno prije upotrebe. Biljke treba prenositi u svjezu hranjivu otopinu otprilike
svaka tri tjedna, ovisno o njihovu broju i njihovoj veli€ini.

Za tu obnovljenu kulturu mogu se upotrebljavati i apeksi i segmenti srednjeg dijela
stabljike. Broj i veli¢ina biljaka (ili segmenata biljaka) koje se prenose ovise o tome koliko
je biljaka potrebno. Na primjer, moze se prenijeti pet dijelova izdanka u Fernbachovu
tikvicu, a tri dijela u Erlenmeyerovu tikvicu; svaki je dio dug 5 cm. Odbacuju se svi dijelovi
s korijenima ili cvjetovima, mrtvi dijelovi te oni s neobi¢nim znacajkama.

X 8 = osnovna kultura
.3

\

-~ —> ¥ )’};’?g ’@’ ¥ — pretkultura

ﬁ wl = otpad

Slika 1. Rezanje biljaka za osnovnu kulturu i pretkulturu nakon tri tjedana uzgoja.
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Kulture biljaka treba uzgajati u Erlenmeyerovim tikvicama od 500 ml i Fernbachovim
tikvicama od 2 000 ml u inkubatoru s hladenjem na 20 + 2 °C sa stalnom svjetlos¢u od
otprilike 100 — 150 pE m™s™ ili 6 000 —9 000 lux (iz izvora sobne rasvjete boje ,.toplo
bijelo svjetlo™).

Slika 2. Uzgoj biljaka u inkubatoru s hladenjem sa sobnom rasvjetom.

Upotrebljavaju se kemijski Ciste (Kiselinom ociS¢ene) i sterilne staklene uzgojne
posude, a pri rukovanju se primjenjuju aseptic¢ki postupci. U slucaju oneciS§¢enja
osnovne kulture npr. algama, gljivicama i/ili bakterijama, treba pripremiti novu
kulturu ili upotrijebiti osnovnu kulturu iz drugog laboratorija za obnovu kulture.
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Dodatak 4.
DRZANJE PRETKULTURE I PRIPREMA ORGANIZAMA ZA ISPITIVANJE

Za dobivanje pretkultura treba izrezati izdanke osnovne kulture u segmente od kojih svaki
ima dva prSljena; segmenti se stavljaju u Fernbachove tikvice napunjene modificiranim
Andrewsovim medijem (s 3 % saharoze). Svaka tikvica moze sadrzavati do 50 segmenata
izdanka. Ipak, treba paziti da su segmenti vitalni i da nemaju korijenje ni bo¢ne grane ili
njihove pupoljke (vidjeti sliku 1. u Dodatku 3.).

Organizmi pretkulture uzgajaju se 14 dana—21dan u sterilnim uvjetima u komori s
izmjeni¢nim fazama svjetlost/tama od 16/8 sati. Intenzitet svjetlosti odabire se u rasponu
100 — 150 uE m™ s'. Temperatura u ispitnim posudama trebala bi biti 23 + 2 °C.

Budu¢i da modificirani Andrewsov medij sadrzava saharozu (koja potice rast alga, gljivica i
bakterija), potrebni su sterilni uvjeti za pripremu otopina ispitivane kemikalije 1 uzgoj
kultura. Sve tekucine i oprema steriliziraju se prije upotrebe. Sterilizacija se provodi
tretiranjem zagrijanim zrakom (210 °C) 4 sata ili tretiranjem u autoklavu 20 minuta na
121 °C. Usto, sve tikvice, zdjelice, zdjele i1 ostala oprema tretiraju se plamenom na sterilnoj
radnoj povrSini neposredno prije upotrebe.

Izdanci se akseni¢no uklanjaju iz tikvica s pretkulturama, pri ¢emu se bira Sto homogeniji
materijal. Za svako ispitivanje potrebno je najmanje 60 ispitnih organizama (ispitivanje s
osam koncentracija ispitivane kemikalije). Za ispitivanje se uzimaju svjeze bocne grane iz
pretkultura, skra¢uju se na 2,5 cm od baze (mjerenje pomi¢nim mjerilom) i prenose u ¢asu
sa sterilnim modificiranim Andrewsovim medijem. Te svjeze bo¢ne grane mogu se
upotrijebiti za ispitivanje toksi¢nosti klasastog krocnja u sustavu bez sedimenta.

svjeze bocne grane
za ispitivanje

otpad ili daljnji
uzgoj kulture

Slika 2. Rezanje biljaka iz pretkulture za ispitivanje toksi¢nosti na Myriophyllum spicatum u
sustavu bez sedimenta.
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C.51. Ispitivanje toksi¢nosti na klasastom krocnju (Myriophyllum spicatum) u sustavu
voda-sediment

UvVOD

1. Ova ispitna metoda odgovara Smjernici OECD-a za ispitivanje 239 (2014.). Dostupne su

ispitne metode za plutaju¢e vodene jednosupnice iz roda Lemna (1.) i za alge (2.). Te se
metode Cesto primjenjuju za prikupljanje podataka o rizicima povezanima s ispitivanim
kemikalijama, posebice kemikalijama herbicidnog djelovanja, na neciljane vrste vodenog
bilja. Medutim, u nekim slucajevima mogu biti potrebni podatci za dodatne vrste
makrofita. U smjernicama koje su nedavno objavljene kao rezultat radionice Drustva za
toksikologiju 1 kemiju okoliSa (SETAC) o procjeni rizika od pesticida za vodene
makrofite (AMRAP) navedeno je da za ispitivane kemikalije mogu biti potrebni podaci
za ukorijenjenu makrofitnu vrstu ako je poznato da alge i vrste iz roda Lemna nisu
osjetljive na nacin djelovanja predmetne kemikalije ili ako postoji mogucnost razdiobe u
sedimentu koja bi dovela do izlozenosti apsorpcijom kroz korijen (3.). Na temelju
postojeceg znanja 1 iskustva Myriophyllum spp. odabrane su kao preferirana vrsta u
slu¢ajevima kada su potrebni podaci za podvodne ukorijenjene dvosupnice (4., 5., 6.).
Ovo ispitivanje ne zamjenjuje druga ispitivanja toksicnosti u vodi, ve¢ bi im trebalo biti
nadopuna radi cjelovitije procjene opasnosti i rizika za vodene biljke. Ispitivanjem
toksi¢nosti na klasastom krocnju (Myriophyllum spicatum) u sustavu voda-sediment
nadopunjuje se ispitivanje toksi¢nosti na klasastom krocnju u sustavu bez sedimenta (7.).

2.U ovom dokumentu opisuje se ispitna metoda kojom se mogu procijeniti ucinci ispitivane

kemikalije na ukorijenjenu vodenu biljnu vrstu klasasti krocanj (Myriophyllum spicatum)
u sustavu voda-sediment. Ispitna metoda djelomi¢no se temelji na postoje¢im metodama
(1., 2., 8.) 1 u njoj se uzimaju u obzir novija istrazivanja povezana s procjenom rizika za
vodene biljke (3.). Metoda voda-sediment validirana je medunarodnim
medulaboratorijskim testom s vrstama krocnja koje su uzgojene u statickim uvjetima te
izlozene ispitivanoj kemikaliji u vodenom stupcu (9.). Medutim, ispitni sustav lako se
prilagodava za izlaganje u sedimentu s dodatkom ili izlaganje u vodenoj fazi u
polustatickom sustavu ili sustavu s pulsnim doziranjem, iako te metode nisu formalno
ispitane medulaboratorijskim testom. Nadalje, opéa metoda moze se primjenjivati i na
druge ukorijenjene podvodne i1 nadvodne vrste, ukljuuju¢i druge vrste krocnja
(npr. Myriophyllum aquaticum) 1 veliku pirevinu (Glyceria maxima) (10.). Za druge vrste
moze biti potrebno izmijeniti ispitne uvjete, plan i trajanje ispitivanja. Posebno je
potrebno dodatno utvrditi odgovarajuc¢e postupke za Myriophyllum aquaticum. U ovoj
ispitnoj metodi nisu navedene pojedinosti o tim drugim moguénostima, nego se opisuje
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standardni pristup za izlaganje Myriophyllum spicatum u statiCkom sustavu u vodenoj
fazi.

3.Ova ispitna metoda primjenjuje se na tvari za koje je ispitna metoda validirana (vidjeti
pojedinosti u izvjeséu o medulaboratorijskom testu (9.)), formulacije ili poznate smjese.
Ispitivanje na krocnju moze se provesti kako bi se ispunio zahtjev za podatke osnovnog
stupnja zbog potencijalne razdiobe u sedimentu ili problema povezanih s nafinom
djelovanja / selektivnosc¢u ispitivane kemikalije. Laboratorijsko ispitivanje na krocnju
moze biti potrebno 1 kao dio viSestupanjske strategije za preispitivanje mogucih rizika za
vodene biljke. U skladu s konkretnim razlogom za provodenje ispitivanja odredit ¢e se
nacin izlaganja (u vodi ili sedimentu). Prije primjene ove ispitne metode za ispitivanje
smjese namijenjeno u regulatornu svrhu trebalo bi razmotriti mogu li se tom metodom
osigurati odgovarajuci rezultati za tu svrhu, i zasto. Takva razmatranja nisu potrebna ako
postoji regulatorni zahtjev za ispitivanje smjese.

NACELO ISPITIVANJA

4.Ispitivanje je namijenjeno ocjenjivanju ucinaka kemikalija na vegetativni rast krocnja
(Myriophyllum) u standardiziranim medijima (voda, sediment i hranjive tvari). U tu se
svthu vrhovi izdanaka zdravih biljaka bez cvjetova stavljaju u lonce za biljke sa
standardiziranim umjetnim sedimentom kojemu se dodaju hranjive tvari kako bi se
osigurao prikladan rast biljaka te se potom biljke drze u Smartovu i Barkovu mediju
(Dodatak 1.). Nakon razdoblja potrebnog za formiranje korijena biljke se izlazu nizu
ispitnih koncentracija u vodenom stupcu. Alternativno, moze se simulirati izlaganje u
sedimentu dodatkom ispitivane kemikalije umjetnom sedimentu i presadivanjem biljaka u
taj sediment s dodatkom. U oba slucaja biljke se potom drZze u kontroliranim okolnim
uvjetima 14 dana. Ucinci na rast odreduju se na temelju kvantitativnih procjena duljine
izdanka, svjeze mase i suhe mase, kao i1 kvalitativnih zapazanja simptoma kao $to su
kloroza, nekroza ili deformacije pri rastu.

5.Da bi se kvantificirali ucinci kemikalije, rast u ispitnim otopinama usporeduje se s rastom
kontrolnih biljaka te se odreduje koncentracija koja uzrokuje odredeni postotak (x %)
inhibicije rasta i izrazava se kao ECy; ,,x” moze biti bilo koja vrijednost, ovisno o
regulatornim zahtjevima, npr. EC;, ECy9, ECso. Treba napomenuti da su procjene EC i
EC,y pouzdane i primjerene samo u ispitivanjima u kojima su koeficijenti varijacije za
kontrolne biljke nizi od razine uc¢inka koji se procjenjuje, tj. za pouzdanu procjenu ECy
koeficijent varijacije trebao bi biti < 20 %.

6. Trebalo bi odrediti prosjecnu specifi¢nu brzinu rasta (na temelju procjena duljine izdanka,
svjeze mase izdanka i suhe mase izdanka) i prirast (na temelju povecanja duljine izdanka,
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svjeze mase izdanka i suhe mase izdanka) netretiranih 1 tretiranih biljaka. Na temelju
specifi¢ne brzine rasta (r) i prirasta (y) zatim se odreduju E,Cy (npr. E,Co, E;Cz, E.Csp)
odnosno E,C, (npr. E,Co, EyCz, E,Cs).

7. Ako je potrebno, mogu se statisticki odrediti i najniZza koncentracija s vidljivim u¢inkom

(LOEC) i najvisa koncentracija bez vidljivog udinka (NOEC) na temelju procjena
prosjecnih specifi¢nih brzina rasta i prirasta.

PODACI O ISPITIVANOJ KEMIKALIJI

8.Mora biti raspoloziva analiticka metoda odgovarajuce osjetljivosti za kvantifikaciju

kemikalija u ispitnom mediju.

9.Za odredivanje ispitnih uvjeta korisno je imati podatke o ispitivanoj kemikaliji kao $to su

10.

strukturna formula, sastav ako je rije¢ o tvari s viSe sastojaka, UVCB tvari, smjesi ili
formulaciji, Cisto¢a, topljivost u vodi, stabilnost u vodi i na svjetlosti, konstanta
disocijacije kiseline (pK,), koeficijent razdjeljenja oktanol/voda (K,y), ako je dostupan
K4 u sedimente, tlak pare i biorazgradivost. Topljivost u vodi i tlak pare mogu se
upotrijebiti za izraCunavanje konstante Henryjeva zakona, iz koje se moze zakljuciti
mogu li se u razdoblju ispitivanja ocekivati znacajni gubitci ispitivane kemikalije. Ako se
mogu ocekivati gubitci ispitivane kemikalije, treba ih kvantificirati 1 naznaciti daljnje
mjere za kontrolu takvih gubitaka. Ako podaci o topljivosti i stabilnosti ispitivane
kemikalije / ispitivanih kemikalija nisu pouzdani, preporucuje se da se one procijene u
uvjetima ispitivanja, tj. u uzgojnom mediju te pri temperaturi i osvjetljenju koji ¢e se
upotrebljavati tijekom ispitivanja. Napomena: kada se ispituju herbicidi koji izazivaju
peroksidaciju ovisnu o svjetlosti, trebalo bi upotrebljavati laboratorijsku rasvjetu s
jednakom koli¢inom solarnog ultraljubiastog svjetla kao u prirodnoj sun¢evoj svjetlosti.

pH-vrijednost treba mjeriti i prema potrebi prilagodavati u ispitnom mediju. Kontrola pH-
vrijednosti ispitnog medija posebno je vazna, npr. pri ispitivanju metala ili kemikalija
koje su hidroliti¢ki nestabilne. Dodatne smjernice za ispitivanje kemikalija ¢ija fizikalno-
kemijska svojstva otezavaju ispitivanje nalaze se u Smjernicama OECD-a (11.).

VALJANOST ISPITIVANJA

11.

Da bi rezultati ispitivanja bili valjani, srednja ukupna duljina izdanaka i srednja ukupna
svjeza masa izdanaka kontrolnih biljaka trebaju se najmanje udvostruciti u fazi izlaganja.
Osim toga, na samim kontrolnim biljkama, na povrs$ini sedimenta i u ispitnom mediju ne
smije biti vidljivih znakova kloroze ni oneci§¢enja drugim organizmima kao Sto su alge
i/ili bakterijski filmovi.
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12.

Srednji koeficijent varijacije za prirast na temelju mjerenja svjeze mase izdanka (od
pocetka do kraja ispitivanja) u kontrolnim kulturama ne bi trebao prelaziti 35 % medu
ponovljenim uzorcima.

REFERENTNA KEMIKALIJA

13.

Referentnu kemikaliju (ili vise njih), kao Sto je 3,5-diklorofenol, koji je upotrijebljen u
medulaboratorijskom testu (9.), trebalo bi povremeno ispitati radi provjere uspjesnosti
ispitnog postupka. Prema podacima iz medulaboratorijskog testa srednje su vrijednosti
ECsy 3,5-diklorofenola za razliCite varijable odgovora izmedu 4,7 1 6,1 mg/l (za
pojedinosti o ocekivanom intervalu pouzdanosti za te vrijednosti vidjeti izvjeS¢e o
medulaboratorijskom testu). Preporucljivo je da se referentna kemikalija ispita barem
dvaput godisnje ili, ako se ispitivanje provodi rjede, istovremeno s glavnim ispitivanjem
toksi¢nosti. Vodi¢ za ocekivane vrijednosti ECsy 3,5-diklorofenola dostupan je u
statistickom izvjeséu o medunarodnome medulaboratorijskom testu (9.).

OPIS METODE

Ispitna oprema

14.

15.

16.

17.

Ispitivanje bi trebalo provoditi u kontroliranim okolnim uvjetima, tj. u uzgojnoj komori,
prostoriji ili laboratoriju u kojoj/kojemu se mogu kontrolirati duljina dana, svjetlost i
temperatura (vidjeti odjeljak ,Ispitni uvjeti”, stavke 56.—58). Osnovne kulture treba
drzati odvojeno od ispitnih posuda.

Za ispitivanje bi trebalo upotrebljavati staklene ispitne posude kao S§to su akvariji ili
laboratorijske ¢ase; obicno se upotrebljavaju staklene laboratorijske ¢ase od 2 1 (priblizno
24 cm visoke i1 11 cm u promjeru). Medutim, mogu biti prikladne i veée posude uz uvjet
da je voda dovoljno duboka da biljke mogu neograni¢eno rasti i biti uronjene tijekom
cijelog ispitivanja.

Biljke se mogu stavljati u sediment u plasticnim ili staklenim loncima za biljke (priblizno
9 cm u promjeru, visine 8 cm i volumena 500 ml). Umjesto lonaca mogu se upotrebljavati
staklene caSe, koje 1 imaju prednost u nekim slucajevima (npr. ispitivanje hidrofobnih
kemikalija ili kemikalija s visokim Kgy).

Veli¢inu lonca/CaSe treba odabrati u skladu s odabirom ispitnih posuda i plana ispitivanja
(vidjeti dolje). Ako se primjenjuje plan ispitivanja A (jedan izdanak u loncu, tri lonca u
posudi), vjerojatno ¢e biti potrebni manji lonci ili ve¢e posude. Ako se primjenjuje plan
ispitivanja B (tri izdanka u loncu, jedan lonac u posudi), lonci i posude trebaju biti
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odgovarajuce veli¢ine. U svakom slu¢aju dubina vode trebala bi biti 12 cm iznad vrha
sedimenta te bi trebalo =zabiljeziti omjer povrSine/volumena sedimenta i1
povrsine/volumena vode.

Ispitni organizam

18.

19.

20.

21.

22.

Op¢i pristupi opisani u ovoj ispitnoj metodi mogu se primijeniti za ispitivanje niza
vodenih biljnih vrsta. Medutim, uvjeti izneseni u ovoj ispitnoj metodi prilagodeni su za
ispitivanje vrste klasastog krocnja — Myriophyllum spicatum. Ta vrsta pripada porodici
dvosupnica Haloragaceae (krocnji).

Klasasti krocanj (Myriophyllum spicatum) podvodna je ukorijenjena vrsta koja uspijeva u
vrlo raznolikim uvjetima i nalazi se u vodama staja¢icama i tekué¢icama. Visegodisnja je
biljka koja tijekom zime ugiba, ostaje samo korijen. Biljke obi¢no slobodno cvjetaju i
stvaraju sjemenke iako je vegetativnho razmnozavanje s pomocu aksilarnih pupoljaka ili
dijelova stabljike koji se odvoje prirodno ili zbog djelovanja na biljku Cesto primarna
metoda kolonizacije.

Uzgoj kulture ispitnog organizma

Biljke se mogu dobiti iz prirodnih populacija ili od dobavljac¢a vodenih biljaka. U svakom
slucaja treba dokumentirati podrijetlo biljaka i provjeriti identitet vrste. Pri prikupljanju
klasastog krocnja u prirodi treba posebno pripaziti da se prikuplja odgovarajuca vrsta,
posebno u regijama u kojima moze hibridizirati s drugim vrstama krocnja
(Myriophyllum). U slucaju dvojbe preporucuje se upotrebljavati provjerene laboratorijske
kulture poznatog podrijetla. Biljke koji su bile izlozene kemijskim kontaminantima ili su
prikupljene iz podru¢ja za koje je poznato da su kontaminirana ne bi trebalo
upotrebljavati u ovom ispitivanju.

U regijama gdje klasasti krocanj nije lako pronaci tijekom zimskih mjeseci moze biti
potrebno dugoro¢no drzati osnovne kulture u staklenickim ili laboratorijskim uvjetima.
Osnovne kulture treba drzati u uvjetima slicnima ispitnim uvjetima, iako se mogu
smanjiti osvjetljenje i temperatura kako bi rjede bilo potrebno odrzavati kulture (npr. kad
za odredeno razdoblje nisu planirana ispitivanja na krocnju). Preporucuje se
upotrebljavati akvarije i lonce za biljke veée od onih koji se namjeravaju upotrebljavati u
ispitivanjima, kako bi bilo dovoljno prostora za Sirenje. Sastav sedimenta i vode trebao bi
biti isti kao onaj koji se namjerava upotrebljavati u ispitivanjima, iako se mogu
primijeniti 1 druge metode obogacivanja sedimenta (npr. upotreba komercijalnih
formulacija za postupno ispustanje gnojiva).

Na osnovnim biljkama ne bi smjelo biti vidljivih znakova kontaminacije bilo kakvim
drugim organizmima, ukljucujuci puzeve, vlaknaste alge, gljivice i insekte, npr. jajasca ili
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23.

24.

licinke no¢nog leptira Paraponyx stratiotata 1 li¢inke ili odrasle kukce pipe Eubrychius
velutus. MozZe biti potrebno isprati biljni materijal u slatkoj vodi kako bi se uklonila
vidljiva kontaminacija. Osim toga, trebalo bi nastojati minimizirati kontaminaciju
jednostani¢nim algama i bakterijama, iako biljni materijal ne mora biti potpuno sterilan.
Osnovne kulture treba nadzirati i prema potrebi presadivati kako bi se izbjegla
kontaminacija algama i bakterijama. Ako kontaminacija algama i bakterijama uzrokuje
probleme, moze pomoc¢i prozrafivanje osnovnih kultura.

U svakom slucaju biljke se uzgajaju/aklimatiziraju u uvjetima koji su sli¢ni, ali ne nuzno
jednaki uvjetima u ispitivanju tijekom odgovaraju¢eg razdoblja (tj. > 2 tjedna) prije
njihove uporabe u ispitivanju.

Osnovne kulture u cvatu ne bi se trebale upotrebljavati u ispitivanju jer brzina
vegetativnog rasta op¢enito pada tijekom i nakon cvjetanja.

Sediment

25.

a)

e)

26.

217.

U ovom ispitivanju preporucuje se upotrebljavati formulirani sediment opisan u nastavku
koji se temelji na umjetnom sedimentu iz poglavlja C.28. ovog Priloga (8.). Sediment se
priprema kako je opisano u ispitnoj metodi u C.28., osim §to se dodaju hranjive tvari
kako je opisano u nastavku:

4 —5 % (suhe mase) treseta (u skladu s 2 + 0,5 % organskog ugljika) Sto blize pH-
vrijednosti od 5,5 do 6.,0; vazno je da se upotrijebi treset u prahu, fino usitnjen (po
mogucnosti veli¢ine Cestica < 1 mm) i suSen samo na zraku,

20 % (suhe mase) kaolinske gline (sadrzaj kaolinita po moguénosti vise od 30 %);

75 — 76 % (suhe mase) kvarcnog pijeska (trebao bi prevladavati fini pijesak, s vise od
50 % cestica izmedu 50 1 200 pm);

dodaje se hranjivi vodeni medij tako da konacna Sarza sedimenta sadrzava 200 mg
amonijeva klorida i 200 mg natrijeva fosfata po kilogramu suhog sedimenta te da je udio
vlage u konacnoj smjesi od 30 do 50 %;

dodaje se kalcijev karbonat kemijski Ciste kvalitete (CaCOs3) kako bi se pH-vrijednost
kona¢ne smjese sedimenta podesila na 7,0 + 0,5.

Podrijetlo treseta, kaolinske gline i pijeska mora biti poznato i dokumentirano. Ako je
podrijetlo nepoznato ili uzrokuje zabrinutost, treba provjeriti da doti¢ne komponente nisu
kemijski  kontaminirane (npr. teSkim metalima, organoklornim spojevima,
organofosfornim spojevima).

Suhe sastojke sedimenta treba homogeno izmijesati te zatim temeljito umijeSati hranjivu
vodenu otopinu u sediment. Vlazni sediment trebalo bi pripremiti najmanje dva dana prije
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upotrebe kako bi se omogucilo temeljito natapanje treseta 1 sprijecilo plutanje njegovih
hidrofobnih Cestica na povrsini kada se sediment prekrije medijem; prije upotrebe vlazni
se sediment moze skladistiti u mraku.

28. Za ispitivanje sediment se prenosi u spremnike odgovarajuce veli¢ine, na primjer u lonce
za biljke promjera prikladnog za staklene posude (povrSina sedimenta trebala bi
prekrivati priblizno 70 % ili viSe povrSine posude). Ako spremnik ima otvore na dnu,
moze se umetnuti komad filtar papira kako bi sediment ostao unutar spremnika. Lonci za
biljke pune se sedimentom tako da povrSina sedimenta bude ravna, nakon ¢ega se pokriva
tankim slojem (~2 do 3 mm) inertnog materijala kao Sto je pijesak ili fini pijesak za
hortikulturu (ili drobljeni koralj) kako bi sediment ostao na mjestu.

Ispitni medij
29. Za uzgoj kulture klasastog krocnja 1 ispitivanje na njemu preporucuje se Smartov i

Barkov medij (12.). Sastav tog medija naveden je u Dodatku 1. pH-vrijednost medija
(vodena faza) na pocetku ispitivanja treba biti izmedu 7,5 1 8,0 za optimalni rast biljaka.

Plan ispitivanja

30. Za ispitivanje treba upotrijebiti najmanje Sest ispitnih posuda kao ponovljenih uzoraka za
netretiranu kontrolu i najmanje Cetiri ispitne posude kao ponovljene uzorke za svaku od
najmanje pet koncentracija.

31. Ako nije potrebno odrediti NOEC, plan ispitivanja moze se izmijeniti tako da se poveca
broj koncentracija i smanji broj ponovljenih uzoraka po koncentraciji.

32. Svaka ispitna posuda predstavlja ponovljeni uzorak s tri izdanka. Postoje dvije
mogucénosti za uzgoj tri izdanka u svakoj ispitnoj posudi:
- plan ispitivanja A: jedan izdanak u loncu, tri lonca u posudi,

- plan ispitivanja B: tri izdanka u loncu, jedan lonac u posudi,

- drugaciji planovi ispitivanja s jednim izdankom u loncu po ispitnoj posudi prihvatljivi
su uz uvjet da se broj ponovljenih uzoraka po potrebi prilagodi kako bi se ispunili
potrebni kriteriji valjanosti.

33. Pojedinacne ispitne posude trebalo bi nasumicno rasporediti u skupine za tretiranje.
Ispitne posude treba nasumicno rasporediti i po prostoru za ispitivanje kako bi se
minimizirao utjecaj prostornih razlika u intenzitetu svjetlosti i temperaturi.

Koncentracije kemikalije i kontrolne skupine
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34. Koncentracije bi trebale slijediti geometrijski niz; faktor za koji se ispitne koncentracije
razlikuju ne bi smio biti veé¢i od 3,2. Prethodna saznanja o toksi¢nosti ispitivane
kemikalije na temelju ispitivanja za utvrdivanje raspona mogu pomoc¢i u odabiru
prikladnih ispitnih koncentracija.

35.Da bi se pri odredivanju ECy osigurala primjerena razina pouzdanosti, ECy mora biti
izmedu najviSe 1 najnize ispitne koncentracije. Primjerice, ako se procjenjuje ECsy,
najvisa ispitna koncentracija trebala bi biti visa od ECsy. Ako je vrijednost ECsy izvan
raspona ispitnih koncentracija, pripadaju¢i intervali pouzdanosti bit ¢e veliki i mozda
nece biti moguce ispravno ocijeniti statisticku prikladnost modela. Upotrebom vise
ispitnih koncentracija poboljSat ¢e se interval pouzdanosti za dobivenu vrijednost ECy.

36. Za odredivanje LOEC/NOEC (krajnja tocka po izboru), najniZa ispitna koncentracija
mora biti dovoljno niska da se rast ne razlikuje znacajno od rasta kontrolnih biljaka. Isto
tako, najvisa ispitna koncentracija trebala bi biti dovoljno visoka da rast bude znatno nizi
od rasta kontrolnih biljaka. Upotrebom vise ponovljenih uzoraka poboljsat ¢e se
statisticka pouzdanost najvisSe koncentracije bez u¢inka / analize varijance (ANOVA).

Ispitivanje grani¢ne koncentracije

37. Kad ispitivanje za utvrdivanje raspona ukazuje na to da ispitivana kemikalija nema Stetno
djelovanje u koncentraciji do 100 mg/1 ili do granice svoje topljivosti u ispitnom mediju,
odnosno, ako je rije¢ o formulaciji, do granice disperzivnosti, moze se provesti ispitivanje
grani¢ne koncentracije kako bi se mogli usporediti odgovori kontrolne skupine s
odgovorom jedne tretirane skupine (100 mg/l ili koncentracija koja odgovara granici
topljivosti, ili 1 000 mg/kg suhog sedimenta). To ispitivanje treba provesti u skladu s
op¢im nacelima standardnog ispitivanja koncentracija-odgovor, s iznimkom da se
savjetuje povecati minimalni broj ponovljenih uzoraka na Sest ispitnih posuda po kontroli
1 koncentraciji. Rast u kontrolnoj i tretiranoj skupini moZe se analizirati statistickim
testom za usporedbu srednjih vrijednosti, npr. Studentovim t-testom.

Ispitne otopine

38. Ispitne otopine obi¢no se pripremaju razrjedivanjem mati¢ne otopine, koja se priprema
otapanjem ili disperzijom ispitivane kemikalije u Smartovu i1 Barkovu mediju s
demineraliziranom (tj. destiliranom ili deioniziranom) vodom (vidjeti Dodatak 1.).

39. Najvisa ispitna koncentracija ne bi smjela biti veca od topljivosti ispitivane kemikalije ili,
ako je rije¢ o formulaciji, njezine disperzivnosti u ispitnim uvjetima.

40. Za ispitivane kemikalije slabe topljivosti u vodi mozda ¢e biti potrebno pripremiti
koncentriranu mati¢nu otopinu ili disperziju kemikalije upotrebljavajuéi organsko otapalo

512



ili dispergent kako bi se olakSalo dodavanje to¢nih koli¢ina ispitivane kemikalije u ispitni
medij te ubrzalo njezinu disperziju i1 otapanje. Treba svakako nastojati izbje¢i upotrebu
takvih otapala ili dispergenata. Pomoc¢na otapala ili dispergenti koji se upotrijebe ne bi
smjeli djelovati fitotoksicno. Neka od otapala u Sirokoj uporabi koja nemaju fitotoksicno
djelovanje u koncentracijama do 100 pul/l su aceton i1 dimetilformamid. Ako se
upotrebljava otapalo ili dispergent, treba navesti njegovu kona¢nu koncentraciju, koju
treba svesti na najmanju mogucéu mjeru (< 100 pl/1). U tim uvjetima sve tretirane skupine
1 kontrole (s otapalom) trebale bi sadrzavati istu koncentraciju otapala odnosno
dispergenta. Netretirani kontrolni ponovljeni uzorci koji ne sadrzavaju otapalo ili
dispergent takoder su ukljueni u plan ispitivanja. Dodatne smjernice o upotrebi
dispergenata dostupne su u Smjernicama OECD-a (11.).

ISPITNI POSTUPAK

41.

Ispitni postupak varira s obzirom na nacin primjene ispitivane kemikalije (u vodenoj ili
sedimentnoj fazi). Pri odabiru nacina izlaganja u ispitivanju (staticki postupak ili staticki
postupak s obnavljanjem, voda s dodatkom ili sediment s dodatkom) trebalo bi razmotriti
oc¢ekivano ponaSanje ispitivane kemikalije u sustavu voda-sediment. Sediment s
dodatkom ponekad moze imati prednost za kemikalije za koje se ocekuje znatna razdioba
u sedimentu.

Faza uspostave kulture

42.

43.

44,

45.

46.

Od biljaka odabrane kulture odrezu se vrhovi zdravih izdanaka, tj. bez bo¢nih izdanaka,
duljine 6 cm (£ 1 cm). Za plan ispitivanja A (jedan izdanak u loncu, tri lonca u posudi) u
svaki lonac sadi se po jedan izdanak. Za plan ispitivanja B (tri izdanka u loncu, jedan
lonac u posudi) u svaki lonac sa sedimentom sadi se po Cetiri do pet vrhova izdanka.

U oba slucaja potrebno je posaditi izdanke u vise lonaca kako bi se na pocetku ispitivanja
mogle odabrati jednolike biljke te kako bi bilo rezervnih biljaka koje se mogu upotrijebiti
za pregled rasta korijena neposredno prije tretiranja i onih koje se mogu ubrati radi
mjerenja biomase i duljine izdanka 0. dan.

Izdanci se sade tako da priblizno 3 cm, na kojima se nalaze najmanje dva nodija, budu
ispod povrsine sedimenta.

Lonci se zatim prenose u ispitne posude u istim okolnim uvjetima kao za fazu izlaganja te
se sedam dana drze u Smartovu i Barkovu mediju kako bi se poceo razvijati korijen.

Nakon tog razdoblja nekoliko se biljaka u rezervnim loncima uzima za pregled rasta
korijena. Ako nije vidljiv rast korijena (tj. ne vide se vrhovi korijena), fazu uspostave
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kulture treba produziti dok ne bude vidljiv rast korijena. Taj se korak preporucuje kako bi
se osiguralo da biljke aktivno rastu u vrijeme zapocinjanja ispitivanja.

Odabir jednolikog biljnog materijala

47.

Za plan ispitivanja A (jedan izdanak u loncu, tri lonca u posudi) jednoliki lonci biraju se
prije zapocinjanja ispitivanja. Za plan ispitivanja B (tri izdanka u loncu, jedan lonac u
posudi), suvisne se biljke uklanjaju kako bi ostale tri biljke jednake velicine 1 izgleda.

Izlaganje u vodenoj fazi

48.

49.
50.

51.

Lonci s biljkama koji su odabrani zbog jednolikosti stavljaju se u ispitne posude kako je
odredeno u planu ispitivanja. Zatim se u ispitne posude dodaje Smartov i Barkov medij.
Treba paziti da se izbjegne remecenje sedimenta. Zato se mediji mogu dodavati koristeci
se lijevkom 1ili plasticnim diskom za pokrivanje sedimenta dok se medij ulijeva u ispitne
posude, uz uvjet da se disk ukloni odmah nakon toga. Biljni lonci mogu se staviti u
ispitne posude i1 nakon dodavanja medija. U oba slufaja svjezi mediji mogu se
upotrebljavati na pocetku faze izlaganja, ako je potrebno, kako bi se smanjilo
potencijalno gomilanje algi i bakterija ili omogucila priprema jedinstvenih SarZi ispitne
otopine medu ponovljenim uzorcima.

Prije ili nakon dodavanja medija mjeri se duljina izdanka iznad sedimenta.

Odgovarajuca koli¢ina ispitivane kemikalije moze se dodati u ispitni medij prije nego se
on doda u ispitne posude. Ispitivana kemikalija moze se dodati u medij 1 nakon S$to je on
dodan u ispitne posude. U tom slucaju treba paziti da se ispitivana kemikalija jednoliko
rasporedi u cijelom ispitnom sustavu bez remecenja sedimenta.

U svakom slu€aju na pocetku ispitivanja biljezi se izgled ispitnog medija (npr. jasan,
mutan itd.).

Izlaganje u sedimentu

52.

Sedimenti s dodatkom odabrane koncentracije pripremaju se dodavanjem otopine
ispitivane kemikalije izravno u svjezi sediment. Mati¢na otopina ispitivane kemikalije
otopljena u deioniziranoj vodi mijesa se s formuliranim sedimentom valjkastim mlinom,
mijeSalicom hrane ili ruénim mijeSanjem. Ako je ispitivana kemikalija slabo topljiva u
vodi, moZe se otopiti u §to je moguce manjem volumenu prikladnog organskog otapala
(npr. heksan, aceton ili kloroform). Ta se otopina potom mijeSa s otprilike 10 g finog
kvarcnog pijeska po jednoj ispitnoj posudi. Otapalo se pusti da ispari, a pijesak se zatim
mijeSa s prikladnom koli¢inom sedimenta po ispitnoj laboratorijskoj ¢asi. Samo lako
hlapljiva sredstva mogu se upotrebljavati za otapanje, dispergiranje ili emulgiranje
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ispitivane kemikalije. Treba imati na umu da se u zavr$noj fazi pripreme sedimenta mora
uzeti u obzir volumen/masa pijeska s dodatkom ispitivane kemikalije (sediment stoga
treba pripremiti s manje pijeska). Treba paziti da ispitivana kemikalija koja se dodaje u
sediment bude temeljito i ravnomjerno rasporedena u njemu.

53. Sediment s dodatkom stavlja se u lonce (kako je opisano). Biljke odabrane zbog
jednolikosti i odgovarajuceg sustava korijenja vade se iz lonaca kojima se koristilo u fazi
uspostave kulture i1 presaduju u sediment s dodatkom kako je opisano.

54. Lonci s biljkama stavljaju se u ispitne posude kako je odredeno u planu ispitivanja. Zatim
se u ispitne posude dodaje Smartov 1 Barkov medij, oprezno (s pomocu lijevka) kako bi
se izbjeglo remecéenje sedimenta. Prije ili nakon dodavanja medija mjeri se duljina
izdanka iznad sedimenta.

Odrzavanje razine vode tijekom ispitivanja

55. Mora se zabiljeziti kona¢ni volumen vode i oznaliti razina vode na svakoj ispitnoj
posudi. Ako tijekom ispitivanja voda ispari za viSe od 10 %, trebalo bi nadomjestiti
razinu vode destiliranom vodom. Ako je potrebno, laboratorijske se ¢ase mogu lagano
pokriti prozirnim pokrovom, npr. prozirnim plasticnim poklopcima, kako bi se smanjilo
isparavanje 1 kontaminacija sporama algi.

Ispitni uvjeti

56. Upotrebljava se toplo ili hladno bijelo fluorescentno svjetlo za osvjetljenje od otprilike
140 (+ 20) pE'm™ s izmjereno kao fotosintetski aktivno zraGenje (400 — 700 nm) na
povrSini vode te u ciklusu svjetlost-tama od 16:8h. Odstupanja od odabranog
osvjetljenja u ispitnom prostoru ne bi smjela biti veca od + 15 %.

57. Temperatura u ispitnim posudama trebala bi biti 20 + 2 °C.

58. pH-vrijednost kontrolnog medija tijekom ispitivanja ne bi se smjela povecati za vise od
1,5 jedinica. Ipak, zbog odstupanja za vise od 1,5 jedinica ne dovodi se u pitanje
valjanost ispitivanja ako se moze dokazati da su zadovoljeni navedeni kriteriji valjanosti.

Trajanje ispitivanja

59. Razdoblje izlaganja traje 14 dana.
Mjerenja i analiticka odredivanja

60. Nakon faze uspostave kulture i neposredno prije tretiranja (tj. 0. dan) rezervne biljke iz
pet nasumic¢no odabranih lonaca za plan s tri biljke u loncu ili 15 lonaca za plan s jednom
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biljkom u loncu izdvajaju se za procjenu duljine izdanka i svjeze i suhe mase kako je
opisano u nastavku.

61. Za biljke koje se prenose u fazu izlaganja provode se sljedeée procjene, kako je prikazano

u tablici 1.;

- duljina glavnog izdanka, broj bo¢nih izdanaka i duljina bo¢nih izdanaka biljeze se
barem na kraju razdoblja izlaganja (14. dan),

- vizualne procjene zdravlja biljke biljeze se najmanje tri puta tijekom razdoblja
izlaganja (npr. 0., 7. 1 14. dan),
- procjene svjeze 1 suhe mase izdanaka provode se na kraju ispitivanja (14. dan).

62. Duljina izdanka mjeri se pomi¢nim mjerilom. Ako ima boc¢nih izdanaka potrebno je
utvrditi njihov broj i duljinu.

63. Pri vizualnim procjenama zdravlja biljaka biljeze se izgled biljaka i opce stanje ispitnog
medija. Zapazanja koja je potrebno zabiljeziti ukljucuju:

- nekrozu, klorozu i druge promjene boje, npr. pretjerano crvenilo u odnosu na
kontrolne biljke,

- kontaminaciju bakterijama ili algama,

- anomalije rasta kao $to su zaostajanje u rastu, promjene duljine izmedu nodjija,
deformacije izdanaka/listova, umnozavanje boc¢nih izdanaka, gubitak listova, gubitak
turgora i fragmentacija stabljike,

- zdravlje korijena procjenjuje se vizualno na kraju ispitivanja uz pazljivo ispiranje

sedimenta s korijena kako bi se mogao promatrati sustav korijena. U nastavku je
prijedlog ljestvice za procjenu u odnosu na kontrolne biljke:

1. nema korijena
2. malo korijena
3. srednje razvijen korijen

4. vrlo dobro razvijen korijen, sli¢no kontrolnim biljkama.

64. Svjeza masa procjenjuje se na pocetku i kraju ispitivanja; izdanak se odreze na razini
sedimenta i susi upijajuéim materijalom prije vaganja. Treba paziti da se uklone Cestice
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65

sedimenta koje mogu prionuti uz dno izdanka. Izdanak se zatim stavi u suSionik na
otprilike 60 °C 1 susi do konstantne mase, a zatim se ponovno vaze i biljeZi se suha masa.

. U tablici 1. prikazane su minimalne bioloSke procjene koje je potrebno provesti tijekom
ispitivanja.

Tablica 1. Plan procjena

Dan Mpyriophyllum spicatum
m{kon’ Duljina izdanka, Vizualne Svjeza i suha masa pH
tretiranja ce . . . .
duljina i broj procjene izdanka, 0,
bo¢nih izdanaka izdanaka vizualna procjena
korijenja
P P P P
4 _ _ _ _
7 - P —
14 P P P

66

67.

68.

P znaci da su tada potrebne procjene
— znaci da nisu potrebna mjerenja

Ucestalost mjerenja i analitickih odredivanja

. Najmanje jedanput dnevno (ili neprekidno, s pomocu uredaja za automatsko biljezenje
podataka) treba biljeziti temperaturu medija u dodatnoj posudi koja se drzi u istim
uvjetima u uzgojnoj komori, inkubatoru odnosno prostoriji.

pH ispitnog medija i koncentraciju u njemu otopljenog kisika treba provjeriti na pocetku
ispitivanja, najmanje jedanput tijekom ispitivanja te na kraju u svim posudama kao
ponovljenim uzorcima. Mjerenja bi trebalo provoditi uvijek u isto vrijeme dana. Ako se
jedna otopina upotrebljava za pripremu svih ponovljenih uzoraka pojedinih ispitnih
koncentracija, dovoljno je jedno mjerenje za svaku takvu otopinu 0. dan.

Osvjetljenje bi trebalo mjeriti u uzgojnoj komori, inkubatoru odnosno prostoriji u
tockama jednakima razini povrSine vode. Mjerenja bi trebalo provesti najmanje jedanput
na pocetku ispitivanja ili tijekom ispitivanja. Metoda detekcije i mjerenja svjetlosti,
posebno vrsta senzora, utjecat ¢e na izmjerenu vrijednost. Sferi¢nim senzorima (koji
reagiraju na svjetlost iz svih kutova iznad i ispod mjerne ravnine) i ,,kosinusnim”
senzorima (koji reagiraju na svjetlost iz svih kutova iznad mjerne ravnine) daje se
prednost u odnosu na usmjerene senzore jer bolje mjere vrijednosti za visetockasti izvor
svjetlosti kakav je ovdje opisan.
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69

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Analiticka mjerenja ispitivane kemikalije

. Pravilna primjena ispitivane kemikalije trebala bi biti potkrijepljena analitickim

mjerenjima koncentracija ispitivane kemikalije.

Uzorke vode za analizu ispitivane kemikalije trebalo bi prikupiti ubrzo nakon pocetka
ispitivanja (tj. na dan primjene za stabilne ispitivane kemikalije ili jedan sat nakon
primjene za kemikalije koje nisu stabilne) i na kraju ispitivanja za sve ispitne
koncentracije.

Koncentracije u sedimentu i pornoj vodi sedimenta trebalo bi odrediti na pocetku
ispitivanja 1 na kraju ispitivanja, barem u najviSoj ispitnoj koncentraciji, osim ako je
poznato da su ispitivane kemikalije stabilne u vodi (>80 % nazivne koncentracije).
Mozda nece biti potrebno provoditi mjerenja u sedimentu i pornoj vodi ako je razdioba
ispitivane kemikalije izmedu vode 1 sedimenta jasno odredena u ispitivanju
vode/sedimenta u slicnim uvjetima (npr. omjer sedimenta i vode, nain uvodenja
kemikalije, vrsta sedimenta).

Uzorkovanje sedimenta na pocetku ispitivanja vjerojatno bi negativno utjecalo na ispitni
sustav. Stoga mogu biti potrebne dodatne tretirane ispitne posude kako bi se olakSala
analiticka odredivanja na pocetku i kraju ispitivanja. Sli¢no tomu, ako se smatra da su
potrebne procjene na polovici razdoblja ispitivanja, tj. 7. dan, a za analize su potrebni
veliki uzorci sedimenta koji se ne mogu lako uzeti iz ispitnog sustava, analiticka
odredivanja trebalo bi provoditi s pomoc¢u dodatnih ispitnih posuda koje su tretirane na
isti na¢in kao posude kojima se koristi za bioloske procjene.

Za izoliranje meduprostorne vode preporucuje se centrifugiranje na, primjerice, 10 000 g
1 4 °C 30 minuta. Medutim, ako je dokazano da se ispitana kemikalija ne apsorbira na
filtre, prihvatljivo je i filtriranje. U nekim slu¢ajevima mozda nece biti moguce analizirati
koncentracije u pornoj vodi ako je uzorak premalen.

U polustatickim ispitivanjima (izlozenost u vodenoj fazi) kada se ocekuje da
koncentracija ispitivane kemikalije / ispitivanih kemikalija nece ostati u granicama od
20 % nazivne koncentracije tijekom razdoblja ispitivanja bez obnavljanja ispitnih
otopina, trebalo bi pri svakom obnavljanju uzorkovati i1 upotrijebljene 1 svjeze
pripremljene ispitne otopine za analize koncentracije ispitivane kemikalije.

Za ispitivanja u kojima izmjerena pocetna koncentracija ispitivane kemikalije nije u
granicama od 20 % nazivne koncentracije, ali ima dovoljno dokaza da su pocetne
koncentracije ponovljive i stabilne (tj. unutar raspona od 80 do 120 % pocetne
koncentracije), kemijska se odredivanja mogu provoditi samo na najvi$oj 1 najnizoj
ispitnoj koncentraciji.
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76. U svakom slucaju odredivanje koncentracija ispitivane kemikalije potrebno je provesti
samo na jednoj posudi po ispitnoj koncentraciji. Druga je mogucnost za analizu objediniti
ispitne otopine svih ponovljenih uzoraka za svaku koncentraciju.

77. Ako se moze dokazati da se koncentracija ispitivane kemikalije tijekom cijelog
ispitivanja odrzavala u granicama od 20 % nazivne ili izmjerene pocetne koncentracije,
analiza rezultata i naknadno izvodenje krajnih toc¢aka mogu se temeljiti na nazivnim ili
izmjerenim pocetnim vrijednostima.

78.U tim slucajevima koncentracije s ucinkom trebale bi se temeljiti na nazivnim ili
izmjerenim koncentracijama vode na pocetku ispitivanja.

79. Medutim, ako postoji dokaz da je koncentracija padala (tj. nije se odrzavala u granicama
od 20 % nazivne ili izmjerene pocetne koncentracije u tretiranom prostoru) tijekom
ispitivanja, analiza rezultata trebala bi se temeljiti na srednjoj geometrijskoj koncentraciji
tijekom izlaganja ili modelima kojima se opisuje pad koncentracije ispitivane kemikalije
u tretiranom prostoru (11.).

PROCJENA PODATAKA

80. Kada je potrebno upotrijebiti otapalo ili dispergent, podaci iz kontrola s otapalom i
netretiranih kontrola mogu se objediniti radi statistiCke analize, uz uvjet da odgovori
kontrola s otapalom i netretiranih kontrola nisu statisti¢ki znacajno razliciti.

Varijable odgovora

81. Svrha je ispitivanja odrediti u¢inke ispitivane kemikalije na vegetativni rast ispitne vrste s
pomocu dvije varijable odgovora, prosjecne specificne brzine rasta i prirasta, kako slijedi:

Prosjecna specificna brzina rasta

82. Ta varijabla odgovora temelji se na promjenama logaritama ukupne duljine izdanka,
ukupne svjeze mase i ukupne suhe mase izdanka tijekom vremena u kontrolama i svim
tretiranim skupinama. Izracunava se za svaki ponovljeni uzorak svake kontrolne i
tretirane skupine. Za svaki ponovljeni uzorak treba izracunati srednju duljinu i masu triju
biljaka po ispitnoj posudi (ponovljenom uzorku) te zatim brzinu rasta primjenom sljedece
formule:

_ In(N;) — In(N;)
B t

/Lll_]
pri ¢emu je:
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Wi.: prosjecna specifi¢na brzina rasta od vremena i do vremena j
Ni: mjerna varijabla u ispitnoj ili kontrolnoj posudi u vremenu i
Nj: mjerna varijabla u ispitnoj ili kontrolnoj posudi u vremenu j
t: vremensko razdoblje od i do j
83. U skladu s odgovorima ponovljenih uzoraka treba izracunati srednju vrijednost brzine
rasta s procjenama varijance za svaku tretiranu i kontrolnu skupinu.

84. Prosjecnu specifiénu brzinu rasta treba izraunati za Citavo razdoblje ispitivanja (vrijeme
»1” u navedenoj formuli oznaCava pocetak ispitivanja, a vrijeme ,,j”” kraj ispitivanja). Za
svaku ispitnu koncentraciju i kontrolu treba izracunati srednju vrijednost prosjecne
specifi¢ne brzine rasta te procjene varijance.

85. Postotak inhibicije brzine rasta (I;) tada se moze izracunati za svaku ispitnu koncentraciju
(tretiranu skupinu) prema sljedecoj formuli:

(,LlC - /JT)
He

%I, = x 100

pri Cemu je:

% Ir: postotak inhibicije prosjecne specifi¢ne brzine rasta
uC: srednja vrijednost p u kontroli

uT: srednja vrijednost p u tretiranoj skupini

Prirast
86. Ta varijabla odgovora temelji se na promjenama ukupne duljine izdanka, ukupne svjeze
mase 1 ukupne suhe mase izdanka tijekom vremena u kontrolama i svim tretiranim
skupinama. Srednji postotak inhibicije prirasta (% ly) za svaku tretiranu skupinu moze se
izracunati kako slijedi:

(bc — br)
bc

%I, =
pri ¢emu je:
% Iy postotak smanjenja prirasta
bc: kona¢na biomasa u kontrolnoj skupini umanjena za pocetnu biomasu
br: kona¢na biomasa u tretiranoj skupini umanjena za pocetnu biomasu

Prikaz krivulja koncentracija-odgovor
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87.

Treba izraditi krivulje koncentracija-odgovor kao prikaz odnosa srednje vrijednosti
postotka inhibicije varijable odgovora (I ili Iy), izraCunanog kako je opisano, i logaritma
koncentracije ispitivane kemikalije.

Procjena EC,

88.

89.

Procjene ECx (npr. ECsp) trebale bi se temeljiti 1 na prosjecnoj specificnoj brzini rasta
(E:Cy) 1 na prirastu (E,Cy), a svaka od njih bi se pak trebala temeljiti na ukupnoj svjezoj
masi izdanka, ukupnoj suhoj masi izdanka te ukupnoj duljini izdanka.

Treba napomenuti da vrijednosti ECy izraCunane primjenom tih dviju varijabli odgovora
nisu usporedive i tu razliku treba uzeti u obzir pri korisStenju rezultatima ispitivanja. Uz
posStovanje ispitnih uvjeta ove ispitne metode, vrijednosti ECyna temelju prosjecne
specificne brzine rasta (E;Cy) u veéini ¢e slucajeva biti vise od rezultata na temelju
prirasta (E,Cy) zbog razlike u matematickoj osnovi tih dvaju pristupa. Tu razliku ne treba
tumaciti kao razliku u osjetljivosti tih dviju varijabli odgovora; jednostavno je rije¢ o
matematicki razliCitim vrijednostima.

Statisticki postupci

90.

91.

92.

Cilj je regresijskom analizom dobiti kvantitativan odnos koncentracija-odgovor. Ako se
provede linearizacijska transformacija podataka odgovora, npr. u jedinice probit, logit ili
Weibullova modela (13.), moze se provesti ponderirana linearna regresija; ipak, prednost
se daje postupcima nelinearne regresije kojima se bolje rjeSavaju neizbjezne nepravilnosti
podataka 1 odstupanja od pravilnih distribucija. S priblizavanjem izostanku inhibicije ili
potpunoj inhibiciji te se nepravilnosti transformacijom mogu i dodatno povecati te tako
otezati analizu (13.). Treba napomenuti da su standardne metode analize za vrijednosti
probit, logit ili Weibull namijenjene kvantalnim podacima (npr. smrtnost ili
prezivljavanje) i moraju se posebno prilagoditi da bi se mogle primijeniti na podatke o
brzini rasta i prirastu. Konkretni postupci za odredivanje vrijednosti ECy iz kontinuiranih
podataka mogu se pronaci u literaturi (14., 15., 16.1 17.).

Za svaku varijablu odgovora koja se analizira treba izracunati procjene vrijednosti ECx na
temelju odnosa koncentracija-odgovor. Za svaku procjenu odreduju se granice
pouzdanosti od 95 %, a valjanost podudaranja podataka odgovora s regresijskim
modelom trebalo bi procijeniti graficki ili statisticki. Regresijsku analizu trebalo bi
provesti na temelju odgovora pojedinac¢nih ponovljenih uzoraka, a ne na temelju srednjih
vrijednosti tretiranih skupina.

Ako raspolozivi regresijski modeli / regresijske metode nisu prikladni/-e za te podatke,
procjene ECsy 1 granice pouzdanosti mogu se dobiti i linearnom interpolacijom sa
samonadopunjavanjem (,,bootstrapping”) (18.).
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93.Za procjenu LOEC-a, a time i NOEC-a, potrebno je usporediti srednje vrijednosti
tretiranih skupina primjenom tehnika analize varijance (ANOVA). Zatim srednju
vrijednost za svaku koncentraciju treba usporediti sa srednjom vrijedno$¢u kontrole
primjenom odgovarajuceg testa (npr. Dunnettov ili Williamsov test) (19., 20., 21., 22.).
Treba provjeriti vrijedi li pretpostavka normalne distribucije i homogenosti varijanci
ANOVA-e. To bi trebalo provjeriti Shapiro-Wilksovim testom (normalna razdioba) ili
Leveneovim testom (homogenost varijanci). Ako pretpostavka normalne razdiobe i
homogenosti varijanci nije ispunjena, to se ponekad moze ispraviti logaritamskom
transformacijom podataka. Ako je heterogenost varijanci i/ili devijacija od normalne
razdiobe prevelika i ne moze se ispraviti transformacijom, treba razmotriti mogucénost
analize metodama kao Sto su Bonferroni-Welchov t-test, Jonckheere-Terpstrin ,,step-
down” test i Bonferronijev test jednakovrijednosti medijana. Dodatne smjernice za
odredivanje NOEC-a mogu se pronaci u literaturi (16.).

1ZVJESCIVANJE

94.1zvjescCe o ispitivanju treba obuhvacati sljedece podatke:

Ispitivana kemikalija

tvar s jednim sastojkom:

- fizi¢ki izgled, topljivost u vodi i druga relevantna fizikalno-kemijska svojstva,

- podaci za kemijsku identifikaciju tvari, kao Sto su IUPAC ili CAS naziv, CAS broj,
oznaka SMILES ili InChl, strukturna formula, ¢isto¢a, kemijski identitet necisto¢a
prema potrebi i ako je prakticki izvedivo itd.,

tvar s viSe sastojaka, tvar nepoznatog ili promjenjivog sastava, slozeni reakcijski proizvod
ili bioloski materijal (UVCB tvar) ili smjesa:
- opis (koliko je to moguce) kemijskog identiteta (vidjeti gore), kvantitativni udio 1
relevantna fizikalno-kemijska svojstva sastojaka.
Ispitne vrste

- znanstveni naziv i podrijetlo.

Ispitni uvjeti

-trajanje 1 uvjeti faze uspostave kulture,
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- ispitni postupak (staticki, polustaticki, s pulsnim doziranjem),
-datum pocetka i trajanje ispitivanja,
- ispitni medij, tj. sediment i teku¢i hranjivi medjij,

- opis plana ispitivanja: komora/prostorija za uzgoj ili laboratorij, ispitne posude 1
pokrovi, koli¢ine otopina, duljina i masa ispitnih biljaka po ispitnoj posudi na pocetku
ispitivanja, omjer povrsine sedimenta i povrsine vode, omjer volumena sedimenta i
vode,

- ispitne koncentracije (nazivne odnosno izmjerene, prema potrebi) i broj ponovljenih
uzoraka po koncentraciji,

- nacin pripreme matic¢nih i ispitnih otopina, ukljuc¢ujuéi eventualnu upotrebu otapala ili
dispergenata,

- temperatura tijekom ispitivanja,
- izvor svjetlosti, osvjetljenje (uE-m™s™),

- pH-vrijednosti ispitnih i kontrolnih medija te izgled ispitnih medija na pocetku i na
kraju ispitivanja,

- koncentracije kisika,

- metoda analize s odgovaraju¢im podacima za procjenu kvalitete (validacijske studije,
standardne devijacije ili granice pouzdanosti analiza),

- metode odredivanja mjernih varijabli, npr. duljine, suhe mase, svjeze mase,
- sva odstupanja od ove ispitne metode.

Rezultati

- neobradeni podaci: duljina izdanaka i masa izdanaka pojedinih biljaka / svih biljaka u
pojedinom loncu i druge mjerne varijable u svakoj ispitnoj i kontrolnoj posudi pri
svakom promatranju i analizi u skladu s planom procjena iz tablice 1.,

- srednje vrijednosti i standardne devijacije za svaku mjernu varijablu,

- krivulje rasta za svaku koncentraciju,
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vrijeme udvostrucenja / brzina rasta u kontroli na temelju duljine 1 svjeze mase
izdanka, ukljucujucéi koeficijent varijacije za prirast svjeze mase,

izraCunane varijable odgovora za svaki tretirani ponovljeni uzorak, ukljucujuéi
srednje vrijednosti i koeficijente varijacije za ponovljene uzorke,

graficki prikaz odnosa koncentracija-ucinak,

procjene toksi¢nih krajnjih tocaka za varijable odgovora, npr. ECsg i povezani
intervali pouzdanosti, ako se izracunavaju LOEC i/ili NOEC, njihove vrijednosti i
statisticke metode koje su upotrijebljene za izracun,

ako se primjenjuje ANOVA, jacina ucinka koji se moze utvrditi (npr. najmanja
znacajna razlika),

svaka stimulacija rasta u bilo kojoj tretiranoj skupini,
svi vidljivi znakovi fitotoksi¢nosti i zapazanja u ispitnim otopinama,

rasprava o rezultatima, ukljucujuéi i sve utjecaje na rezultate ispitivanja nastale uslijed
odstupanja od ove ispitne metode.
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Dodatak 1.

SASTAV SMARTOVA I BARKOVA MEDIJA

Koli¢ina reagensa koji se dodaje u vodu*

ravnoteze sa zrakom)

Sastojak (mg/1)
CaCl, * 2 H,0 L7
MgSO,+ 7 H,O 69,0
NaHCO; o84
KHCO; 15,4
pH (po uspostavljanju 7,9

* demineralizirana (tj. destilirana ili deionizirana) voda
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Dodatak 2.

DEFINICIJE

Biomasa je svjeza i/ili suha masa zive tvari u populaciji. U ovom ispitivanju biomasa je
zbroj glavnog izdanka, svih bo¢nih grana i svog korijenja.

Kemikalija je tvar ili smjesa.

Kloroza je promjena zelene boje ispitnog organizma, posebno prsljena, u zuckastu.

ECx je koncentracija ispitivane kemikalije otopljene u ispitnom mediju koja uzrokuje
smanjenje rasta klasastog krocnja od x % (npr. 50 %) u odredenom razdoblju izlaganja (koje
treba posebno navesti ako nije jednako cijelom ili uobifajenom vremenu trajanja
ispitivanja). Da bi se jasno pokazalo je li vrijednost EC dobivena na temelju brzine rasta ili
na temelju prirasta, upotrebljavaju se simboli ,,E,C” za brzinu rasta (growth rate) i ,,E,C” za
prirast (vield), te se uz njih navodi mjerna varijabla koja je upotrijebljena, npr.E,C (duljina
glavnog izdanka).

Rast je povecanje mjerne varijable, npr. duljine glavnog izdanka, ukupne duljine bo¢nih
grana, ukupne duljine izdanka, ukupne duljine korijena, svjeze mase, suhe mase ili broja
prsljena, tijekom razdoblja ispitivanja.

Brzina rasta (prosjeCna specifi¢na brzina rasta) logaritamsko je povecanje mjerne varijable
tijekom razdoblja izlaganja. Napomena: varijable odgovora povezane s brzinom rasta
neovisne su o trajanju ispitivanja sve dok je rast neizlozenih kontrolnih organizama
eksponencijalan.

NajniZa koncentracija s vidljivim ufinkom (LOEC - Iowest observed effect
concentration) najniza je ispitana koncentracija kemikalije pri kojoj je uocen statisticki
znacajan ucinak smanjenja rasta (pri p <0,05) u usporedbi s kontrolom u odredenom
razdoblju izlaganja. Ipak, sve ispitne koncentracije iznad LOEC-a trebale bi imati Stetan
ucinak jednak onomu koji je zabiljezen pri LOEC-u ili veéi od njega. Ako ta dva uvjeta nisu
ispunjena, treba detaljno obrazloZiti kako je odabran LOEC (a prema tome i NOEC).
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Mjerna varijabla je bilo koja varijabla koja se mjeri kako bi se izrazila krajnja toCka
ispitivanja s pomocu jedne varijable odgovora ili viSe razli¢itih varijabli odgovora. U ovoj
ispitnoj metodi mjerne varijable su duljina glavnog izdanka, ukupna duljina bo¢nih grana,
ukupna duljina izdanka, ukupna duljina korijena, svjeza masa, suha masa i broj prsljena.

Monokultura je kultura jedne biljne vrste.

Nekroza je mrtvo (tj. bijelo ili tamno smede) tkivo ispitnog organizma.

Najvisa koncentracija bez vidljivog ucinka (NOEC — no observed effect concentration)
ispitna je koncentracija neposredno ispod LOEC-a.

Varijabla odgovora je varijabla za procjenu toksi¢nosti izvedena iz bilo koje mjerene
varijable koja opisuje biomasu primjenom razli¢itih metoda izra€una. Za ovu ispitnu metodu
brzina rasta i prirast su varijable odgovora izvedene iz mjernih varijabli kao $to su duljina
glavnog izdanka, ukupna duljina izdanka, svjeZa masa, suha masa ili broj prsljena.

Polustati¢ko ispitivanje (s obnavljanjem) ispitivanje je tijekom kojeg se ispitna otopina
zamjenjuje periodicki, u odredenim razmacima.

Stati¢ko ispitivanje ispitna je metoda u kojoj se ispitna otopina ne obnavlja tijekom
ispitivanja.

Ispitivana kemikalija je bilo koja tvar ili smjesa koja se ispituje ovom ispitnom
metodom.

Krajnja tocka ispitivanja op¢i je faktor koji se mijenja u odnosu na kontrolu zbog
djelovanja ispitivane kemikalije u skladu s ciljem ispitivanja. U ovoj ispitnoj metodi krajnja
je tocCka ispitivanja inhibicija rasta, koja se moze izraziti razliitim varijablama odgovora
koje se temelje na jednoj mjernoj varijabli ili vise njih.

Ispitni medij cjelokupni je sinteticki uzgojni medij u kojem biljke koje se upotrebljavaju za
ispitivanje rastu tijekom izlaganja ispitivanoj kemikaliji. Ispitivana je kemikalija obi¢no
otopljena u ispitnom mediju.

UVCB je tvar nepoznatog ili promjenjivog sastava, sloZzeni reakcijski proizvod ili bioloski
materijal.
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Prirast je vrijednost mjerne varijable kojom se izrazava biomasa na kraju razdoblja
izlaganja umanjena za vrijednost mjerne varijable na pocetku razdoblja izlaganja.
Napomena: kada je rast neizlozenih organizama eksponencijalan, varijable odgovora koje se
temelje na prirastu smanjivat ¢e se tijekom ispitivanja.”
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